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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
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Zaradi vedno številčnejšega obiska visokogorskih predelov v turistične, športne in delovne 
namene, so ljudje pogosteje izpostavljeni višjim nadmorskim višinam in posledično 
prilagoditvam telesa na višinske spremembe. Skupek fizioloških prilagoditev, ki jih takšna 
sprememba povzroči v našem telesu, imenujemo višinska aklimatizacija. Vzpon na višino 
se lahko poleg višinske aklimatizacije kaže tudi v nežaželjenih resnih zdravstvenih stanjih, 
kot so akutna višinska bolezen ter pljučni in možganski edem. Odziv telesa na višjo 
nadmorsko višino je predvsem posledica manjšega delnega tlaka kisika v visokogorju, 
zaradi česar je telo izpostavljeno sistemski hipoksiji (Osredkar, 2016). 
 
Znano je, da se lahko odzivi na hipoksijo drugače odražajo pri nedonošenih posameznikih 
kot pri donošenih. Spremeni se predvsem ventilatorni odziv, ki je ključen za ustrezno 
prilagoditev na akutno hipoksijo. Predhodne raziskave kažejo, da se lahko spremenjen 
ventilatorni odziv pri nedonošenih dojenčkih opazi tudi kasneje, ko odrastejo (Osredkar, 
2016; Farrell in sod., 2015). 
 
Predčasno rojeni posamezniki imajo lahko že takoj po rojstvu težave, ki se odražajo tudi v 
nadaljnjem razvoju. Tekom razvoja se lahko razvijejo različna bolezenska stanja, kot so 
težave z dihanjem, hipoglikemija, hipotermija, apneja in težave s hranjenjem (Raju, 2006), 
takoj po rojstvu pa imajo povečano tveganje za nenadno smrt, ki je lahko posledica 
nezrelega avtonomnega nadzora srčnega utripa in tlaka. Predčasno rojeni dojenčki imajo 
nižji krvni tlak od pravočasno rojenih, kar je lahko tudi razlog za nastanek različnih 
bolezenskih stanj kasneje v življenju (Witcombe in sod., 2008). 
 
Vzpon na višje nadmorske višine je lahko na eni strani povezan s pasivno izpostavitvijo 
višini (npr. v mirovanju, vožnja z vzpenjačami), najpogosteje pa gre za premagovanje 
višinske razlike s povečano telesno aktivnostjo. Zaradi zgoraj omenjenih dejavnikov lahko 
pri predčasno rojenih posameznikih pride do drugačne oz. nepopolne aklimatizacije, 
motenj v fiziologiji telesa, metabolizmu, prevzemu in izločanju hranil ter presnovnih 
produktov v oz. iz prebavnega trakta tako v mirovanju, kot tudi v času telesne aktivnosti.  
 
1.1 NAMEN DELA 
 
Namen tega dela je primerjati splošno stanje metabolitov in okoljskih parametrov v fecesu 
predčasno rojenih posameznikov s stanjem pri pravočasno rojenih posameznikih. V ta 
namen smo izvedli fiziološke obremenitvene teste. Iz primerjav stanj pred in po 
obremenitvenem testu, izvedenem ločeno v normoksičnih ali hipoksičnih razmerah smo 
poskušali izluščili, ali obstajajo razlike med stanji pri donošenih in nedonošenih odraslih.  
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1.2 CILJI IN HIPOTEZE 
 
Cilj naše raziskave je bil ugotoviti, ali so odzivi na testne pogoje predčasno rojenih in 
pravočasno rojenih odraslih vidni na stanju metabolitov v prebavilih. Ker smo spremljali 
predčasno rojene in pravočasno rojene posameznike pred in po obremenitvi, smo lahko 
ugotovili tudi, ali obstajajo razlike med posamezniki obeh populacij pred in po 
obremenitvenimi testi. 
 
Postavili smo naslednje hipoteze: 
 
H0.1: Predpostavljamo, da pred in po obremenitvenimi testi ne bo razlik v stanju 
metabolitov med obema skupinama preiskovancev (predčasno rojeni in pravočasno rojeni). 
  
H1.1: Predpostavljamo, da se bo stanje metabolitov po obremenitvenih testih razlikovalo 
med obema skupinama preiskovancev (predčasno rojeni in pravočasno rojeni). 
 
H1.2: Predpostavljamo, da se bo stanje metabolitov po obremenitvenih testih razlikovalo 
med testi v hipoksiji in testi v normoksiji.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 OPIS RAZISKAVE KARDIORESPIRATORNIH ODZIVOV MED HIPOKSIČNO 
VADBO PRI PREZGODAJ ROJENIH POSAMEZNIKIH 
 
2.1.1 Ozadje raziskave 
 
Magistrsko delo predstavlja del analiz, opravljenih v sklopu projekta PreTerm, katerega 
vodja je bil doc. dr. Damjan Osredkar, dr. med. iz Kliničnega oddelka za otroško, 
mladostniško in razvojno nevrologijo Pediatrične klinike, UKC Ljubljana. Sodelovali so še 
Institut Jožef Stefan (Odsek za avtomatiko, biokibernetiko in robotiko) ter UKC Ljubljana 
(Oddelek za neonatologijo, Ginekološka klinika, Pediatrična klinika, UKC Ljubljana). Cilj 
raziskave je bil oceniti vpliv hipoksije na fiziološke odzive med naporom pri odraslih 
nedonošenih posameznikih, le-te pa primerjati z rezultati donošenih posameznikov 
(Osredkar, 2016). 
 
V današnjem svetu je vedno več posameznikov, ki odhajajo na enodnevne izlete v 
visokogorje in pri tem dosegajo nadmorske višine tudi do 5000 metrov. Pri premagovanju 
tako velike višinske razlike se poleg povezanega fiziološkega napora sproži tudi množica 
adaptacijskih procesov, ki jih s skupnim izrazom imenujemo višinska aklimatizacija. Na 
Vsebnost kisika v atmosferi je 20,9 %, z višino pa se tlak znižuje in posledično se v 
visokogorju pri isti vsebnosti kisika zmanjša delni tlak kisika. Posledično čutimo večje 
napore pri vadbi v visokogorju kot na nižjih nadmorskih višinah. Posledica prekomernega 
odziva na hipoksijo, ki se pojavi ob vzponu na višino, so pogosto medicinski zapleti, med 
njimi najpogostejša akutna višinska bolezen ter pljučni in možganski edem. Višinska 
bolezen lahko pri občutljivih ljudeh nastopi že na nadmorski višini 1500 metrov, po navadi 
pa se pojavi šele pri 2500 metrih nad morjem. Na intenzivnost višinske bolezni pa poleg 
hipoksije dodatno vpliva tudi hipobarija (nižji zračni tlak na višjih nadmorskih višinah), 
nižja temperatura okolja, zaradi katere telo potrebuje več kisika za vzdrževanje telesne 
temperature idr. Sčasoma se telo prilagodi na hipoksijo, postopek celotne prilagoditve pa je 
lahko tudi zelo dolgotrajen. Po prilagoditvi se med drugim optimizira dihanje ter poveča 
koncentracija eritrocitov v krvi in s tem posledično izboljša tudi dostava kisika iz pljuč po 
vsem telesu, predvsem v mišice (Osredkar, 2016; Hartman-Ksycinska in sod., 2016). 
 
Znanstveniki posvečajo vedno več pozornosti preučevanju višinske aklimatizacije, posebej 
pa jih zanimajo odzivi določenih skupin, kot so npr. predčasno rojeni posamezniki. Pri 
nedonošenih dojenčkih so dokazali spremenjen ventilatorni odziv ob akutni izpostavitvi 
hipoksiji, sklepajo pa, da se podoben odziv opazi tudi kasneje, ko odrastejo. Na podlagi 
tega je torej smiselno preučiti odzive v mirovanju kot tudi v gibanju, saj je vzpon na višjo 
nadmorsko višino po navadi povezan tudi z naporom ter spremembo dostopnosti kisika 
(Osredkar, 2016). 
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V sklopu projekta PreTerm (ARRS, J3-7536(D)) smo v raziskavo vključili predčasno 
rojene moške, stare med 18 in 24 let. Vključitveni kriteriji za predčasno rojeno skupino so 
bili gestacijska starost 32 tednov ali manj in teža ob rojstvu 1500 gramov ali manj. Kot 
kontrolna skupina so sodelovali moški, stari 18-24 let in so bili donošeni (rojeni v 38 tednu 
ali kasneje). Med ključna vprašanja, ki smo si jih v sklopu projekta zastavili, sodijo tudi: 
 se aerobna zmogljivost v hipoksiji pri nedonošenih posameznikih zniža na enak 
način kot pri donošenih? 
 je ventilatorni odziv med naporom v hipoksiji pri nedonošenih posameznikih enak 
kot pri donošenih? 
 kako hipoksija vpliva na mišično in možgansko oksigenacijo pri nedonošenih 
posameznikih? 
 so odzivi na testne pogoje nedonošenih in donošenih posameznikov vidni na 
stanju metabolitov v fecesu in urinu (Osredkar, 2016)? 
 
Raziskava je bila predhodno odobrena s strani Nacionalne komisije za medicinsko etiko 
Republike Slovenije. Dovoljenje za izvedbo študije hrani UKC Ljubljana. 
 
2.1.2 Potek raziskave 
 
Raziskava je potekala na Pediatrični kliniki UKC Ljubljana, kamor smo namestili vse 
potrebne naprave za izvajanje testov. Sodelovalo je 34 preiskovancev, od tega je bilo 20 
nedonošenih, 14 pa donošenih. Med nedonošenimi smo imeli tudi 4 pare dvojčkov. 
Preiskovanci so na testiranje prišli dvakrat v razmiku vsaj enega tedna, vsak obisk pa je 
trajal 6 ur z vmesnim 4-urnim odmorom in ni predstavljal posebnega stresnega dogodka 
(Osredkar, 2016). 
 
Hipoksične pogoje smo vzpostavili s pomočjo medicinskih plinov, v katerem je bila 
zmanjšana koncentracija kisika. S tem načinom ne spreminjamo tlaka, ampak reguliramo 
vsebnost plinov v zraku. Pogoj, ki ga tako lahko ustvarimo v laboratoriju je normobarična 
hipoksija. V raziskavi smo ponazorili pogoje na nadmorski višini okoli 4000 metrov s 
pomočjo vdihavanja zračne mešanice z zmanjšano vsebnostjo kisika, ki je v našem primeru 
znašala okoli 12 %. Na tej nadmorski višini najdemo kar nekaj smučarskih središč in 
turističnih znamenitosti, poleg tega pa se ob akutni izpostavitvi 4000 metrom pri večini že 
pojavijo prvi občutki višinske bolezni (Osredkar, 2016). 
 
Testiranja smo izvajali en mesec, vsak dan pa smo na testiranje povabili 3-5 
preiskovancev. Vsak posameznik je na testiranje prišel dvakrat, ob vsakem obisku pa je 
opravil dva izmed testov: kolesarjenje do utrujenosti v normoksičnih in hipoksičnih 
pogojih, test hipoksične občutljivosti ter test mirovanja v hipoksiji (slika 1). Poleg testov 
smo izmerili tudi težo in višino posameznika, izmerili debelino podkožnega maščevja, 
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Slika 1: Potek testiranj preiskovancev v okviru projekta PreTerm (Osredkar, 2016). 
Pri enem obisku je preiskovanec opravil test mirovanja, potem je sledil 4-urni odmor in 
nato normoksični obremenitveni test. Ob naslednjem obisku je preiskovanec najprej 
opravil hipoksični občutljivostni test, sledile so 4 ure odmora in nato hipoksični 
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2.1.2.1 Kolesarjenje do utrujenosti 
 
Kolesarjenje do utrujenosti smo izvajali ob obeh 
obiskih v randomiziranem načinu in sicer enkrat 
normoksično kolesarjenje in drugič hipoksično 
kolesarjenje. Pred samim testom smo 
preiskovanca opremili z merilcem srčne 
frekvence, merilcem izdihanega ter vdihanega 
zraka, merilcem oksigenacije in EKG-jem. 
Preiskovanci so kolesarili z določeno hitrostjo 
(vsaj 60 vrtljajev na minuto), vsaki dve minuti pa 
smo jim povečali obremenitev kolesarjenja. Ko 
preiskovanci niso več zmogli vzdrževati 
predpisane kadence kolesarjenja, so s testom 
zaključili. Z rezultati tega testa smo lahko 
primerjali odziv kardiorespiratornega sistema med 
aktivnostjo v normoksičnem in hipoksičnem 
okolju (Osredkar, 2016). 
Slika 2: Preiskovanec med obremenitvenim 
kolesarjenjem v hipoksiji. 
2.1.2.2 Testiranje hipoksične tolerance 
 
Testiranje hipoksične tolerance je prav tako potekalo na kolesu, trajalo pa je 16 minut. 
Preiskovanca smo opremili z istimi merilnimi napravami kot pri kolesarjenju do 
utrujenosti. Test se je začel s 4-minutnim mirovanjem na kolesu ob normoksičnih pogojih, 
potem je sledilo 4-minutno mirovanje v hipoksičnih pogojih. Potem je preiskovanec 4 
minute kolesaril v hipoksičnih pogojih in nato še 4 minute v normoksičnih pogojih 
(Osredkar, 2016). 
 
2.1.2.3 Testiranje hipoksičnih odzivov v mirovanju 
 
Test mirovanja je trajal skupaj 60 minut, preiskovanec pa je ves čas ležal na postelji. Prvih 
30 minut je dihal normoksični zrak, nato pa 30 minut hipoksični zrak. Preiskovanec je ležal 
v mirnem okolju in brez vznemirjanj. Med testom smo merili dihanje, oksigenacijo, 
električno aktivnost možganov in EKG. Rezultati tega testa so nam omogočili primerjavo 
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2.1.2.4 Stanje metabolitov v fecesu in urinu 
 
Pretekle raziskave so pokazale, da bi s spremljanjem metabolitov prebavnega trakta obeh 
skupin preiskovancev pred in po testih lahko zaznali določene razlike (Burgomaster in 
sod., 2006). Zato so preiskovanci 3 dni pred vsakim testom in 3 dni po vsakem testu 
shranjevali prvi jutranji urin in dnevni vzorec fecesa.  
 
Pred začetkom eksperimenta smo sam proces in shemo vzorčenja ter njun namen 
predstavili preiskovancem v skupini. Vsakemu posamezniku smo dodatno poslali pisni 
protokol in potreben material za vzorčenje. Feces so zbirali v zaščitne vrečke, urin pa v 
urinske lončke. Oboje so po vzorčenju zamrznili na -20 °C do prevzema. Od vsakega 
preiskovanca smo tako dobili vzorce za določanje stanja metabolitov pred in po hipoksični 
kot tudi normoksični obremenitvi (Osredkar, 2016). 
 
2.2 PREDČASNO ROJSTVO OTROK 
 
Za predčasno rojene smatramo dojenčke, ki so rojeni pred 37. tednom nosečnosti. 
Poročajo, da je v Združenih državah Amerike predčasno rojenih med 12-13 % otrok, v 
Evropi pa med 5-9 %. Okoli 5 % predčasno rojenih dojenčkov se rodi pri manj kot 28 
tednih starosti (skrajno predčasno rojeni), okoli 15 % pri starosti 28-31 tednov (strogo 
predčasno rojeni), okoli 20 % med 32-33 tedni starosti (zmerno predčasno rojeni) in 60-70 
% pri starosti 34-36 tednov (skoraj pravočasno rojeni). Število predčasno rojenih z leti 
počasi narašča, predvsem zaradi večje sledljivosti predčasnih porodov. Ključnega pomena 
so tudi umetne oploditve, kjer je predčasen porod zelo pogost, predvsem pri nosečnicah z 
večjim številom plodov (Goldenberg in sod., 2008). 
 
Vzrokov za predčasno rojstvo otrok je več, med njimi so najpogostejši spontani predčasni 
popadki, porod zaradi okužbe matere ali ploda ter predčasno pretrganje membrane 
(Goldenberg in sod., 2008). Pomembni so tudi ostali vzroki, kot je povečan stres tekom 
nosečnostni (Copper in sod., 1996), dolžina materničnega vratu tekom nosečnosti (Iams in 
sod., 1996), periodontalna bolezen matere med nosečnostjo (Jeffcoat in sod., 2001) idr.  
 
Predčasno rojstvo predstavlja vzrok za kar 75 % smrti med plodovi v perinatalnem 
obdobju (od 22. tedna gestacijske starosti pa do 7 dneva po rojstvu). Kljub naraščanju 
števila predčasnih rojstev pa narašča tudi število preživelih predčasno rojenih otrok zaradi 
napredka tehnologije in znanja (Goldenberg in sod., 2008; Saigal in Doyle, 2008). 
 
Kljub večji možnosti za preživetje pa se predčasno rojeni otroci razlikujejo od svojih 
pravočasno rojenih vrstnikov. Kot prvo, naj bi bili predčasno rojeni bolj občutljivi na 
zunanje dejavnike. Zaradi predčasnega rojstva je večina njihovih organov še nedozorelih, 
predvsem se pojavljajo težave z možgani in pljuči. Med pogoste težave predčasno rojenih 
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sodijo nevrološki zapleti, med katerimi se najpogosteje pojavijo cerebralna paraliza, 
mentalna zaostalost in motnje v zaznavanju okolja (težave z vidom in sluhom). Kar nekaj 
predčasno rojenih otrok kasneje razvije tudi vedenjske težave, ki se kažejo predvsem v 
pomanjkanju koncentracije, prostorski predstavi, težavah z učenjem ter pri vzpostavljanju 
normalnih socialnih odnosov (Saigal in Doyle, 2008; Platt, 2014). 
 
Pri predčasno rojenih otrocih se pogosteje pojavi tudi temperaturna nestabilnost telesa, 
apneja (motnje dihanja med spanjem), hipoglikemija, zlatenica, težave s hranjenjem idr. 
(Saigal in Doyle, 2008). V britanski študiji so dokazali, da ima kar tretjina med predčasno 
rojenimi 7-letniki težave z motoriko, govorom, pisanjem, vedenjem, matematiko in 
splošnim psihičnim napredkom (Huddy in sod., 2001). 
 
Ardissone in sod. (2014) so raziskovali vpliv črevesne mikrobiote novorojenčkov na 
njihovo predčasno rojstvo in ugotovili, da imajo novorojenčki, rojeni pred 33. tednom 
nosečnosti povečano vsebnost 16S rRNA v mekoniju (prvo dojenčkovo blato) v primerjavi 
s pravočasno rojenimi dojenčki. Na predčasno rojstvo naj bi med drugim vplivala tudi 
povečana prisotnost nekaterih bakterij, kot so Enterobacter, Enterococcus, Lactobacillus, 
Photorhabdus in Tannerella, ki sicer predstavljajo del normalne mikrobiote.  
 
2.3 GASTROINTESTINALNI TRAKT 
 
2.3.1 Zgradba in pogoji v gastrointestinalnem traktu 
 
Človeški prebavni trakt je sestavljen iz zgornjega dela (ustna votlina, žrelo, požiralnik, 
želodec) in spodnjega dela (tanko črevo, debelo črevo in zadnjik). V ustni votlini poteka 
mehanska obdelava hrane s pomočjo zob in tudi razgradnja s prebavnimi encimi, ki 
začnejo razgradnjo ogljikovih hidratov do posameznih sladkorjev. Mišice v požiralniku 
potiskajo hrano naprej do želodca, kjer HCl uniči mikroorganizme v hrani in povzroči 
denaturacijo beljakovin. Naprej potuje hrana v tanko črevo, ki se deli na dvanajstnik, tešče 
črevo in vito črevo. V dvanajstniku se razgrajujejo maščobe s pomočjo žolča, ki vsebuje 
žolčne kisline. Nastaja v jetrih, po zaužitju hrane pa se iz žolčnika sprosti v dvanajstnik. 
Žolčne kisline emulgirajo maščobo v manjše kapljice, ki so kasneje lažje dostopne 
prebavnim encimom. Hrana potuje naprej po tankem črevesju, kjer se absorbira večina 
žolčnih kislin. V debelem črevesju poteka aktivna absorbcija vode skozi epitelne celice, 
nerazgrajena hrana pa predstavlja hrano mikroorganizmom, ki telesu zagotovijo dodaten 
vir energije. Nerazgrajena hrana s pomočjo peristaltike potuje do danke, kjer kot feces 
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2.3.2 Vloga pH v črevesju 
 
Tekom celotnega prebavnega trakta se pH močno spreminja. V ustih imamo zaradi 
izločanja prebavnih sokov pH 6,8. V želodcu ima pH zelo močan vpliv na vzpostavitev 
mikrobiote, kjer zaradi prisotne klorovodikove kisline pH pade na 1-2, kar omogoča rast le 
10
1
 bakterijam na gram vsebine. V tankem črevesju pH počasi narašča, v proksimalnem 
delu je pH med 5,5 in 7,0 in narašča vse do distalnega dela, kjer je pH med 6,5 in 7,5. V 
desnem delu debelega črevesja je pH okoli 7,05, v srednjem debelem črevesju 7,42 ter v 
levem delu in zadnjiku okoli 7,15 (Wilson, 2010; Filipić, 2016).  
 
pH je v debelem črevesju odvisen od produktov encimske razgradnje ter od 
fermentacijskih produktov bakterij v črevesju (predvsem KVMK – kratkoverižne 
maščobne kisline). Močno vpliva na absorbcijo vitaminov in elektrolitov, na topnost 
žolčnih kislin, dostopnost kationov (kot je Ca
2+
), aktivnost prebavnih encimov ter na 
prisotnost morebitnih patogenih mikroorganizmov. Dokazali so, da je pH na začetku 
debelega črevesja nižji kot na koncu ali v fecesu, kar naj bi bila posledica intenzivnejše 
fermentacije na začetku debelega črevesja kot na koncu (Duncan in sod., 2009; Macfarlane 
in sod., 1992).  
 
2.3.3 Začetni razvoj črevesne mikrobiote 
 
Dolgo časa je veljalo, da se mikrobna kolonizacija črevesja začne takoj po rojstvu, vendar 
pa so znanstveniki dokazali, da lahko črevesje novorojenčka že vsebuje majhen delež 
bakterij. Jiménez in sod. (2008) so opravili obsežno raziskavo na 21 zdravih novorojenčkih 
in dokazali, da prvo dojenčkovo blato (mekonij) ni sterilno, kar pomeni, da obstaja prenos 
komenzalnih bakterij iz mame na otroka že pred rojstvom. Število dokazanih bakterijskih 
vrst variira med 1 in 5, najštevilčnejše pa so Enterococcus fecalis, Staphylococcus 
epidermidis in Escherichia. coli. Kasneje, leta 2008 so kolonizacijo črevesja pred rojstvom 
potrdili s poskusom na miškah, kjer so breji miški inokulirali posebej označen sev 
Enterococcus faecium, kasneje pa so ga izolirali iz mekonija novorojene miške. Kontrolna 
skupina tega seva ni vsebovala v prvem blatu. 
 
V osnovi velja, da se črevesje vaginalno rojenih novorojenčkov najprej kolonizira z 
bakterijami vaginalne mikrobiote matere, predvsem z Bacteroides, Bifidobacterium, 
Parabarteroides in Escherichia/Shigella rodovi, prisotne so pa tudi bakterije iz črevesja 
matere. Nasprotno pa se novorojenčki, rojeni s carskim rezom najprej kolonizirajo z 
bakterijami kože in ustne votline matere ter z bakterijami iz okolja (Enterobacter, 
Haemophilus, Staphylococcus, Veillonella) (Bäckhed in sod., 2015). Huurre in sod. (2007) 
so v raziskavo vključili 165 novorojenčkov, med katerimi je bilo 141 (85 %) rojenih 
vaginalno, 24 (15 %) pa s carskim rezom. Pri enomesečnih vaginalno rojenih dojenčkih so 
zaznali 1300-krat večjo vsebnost bifidobakterij (deblo Actinobacteria) kot pri dojenčkih, 
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rojenih s carskim rezom. Bifidobakterije naj bi tako predstavljale 60-90 % črevesne 
mikrobiote zdravih, doječih se dojenčkov. Končno število bakterijskih celic je bilo zato pri 
vaginalno rojenih dojenčkih 3-krat večje kot pri dojenčkih, rojenih s carskih rezom. Manjša 
koncentracija bifidobakterij in nižje končno število bakterij v črevesju dojenčkov lahko 
ovira vzpostavitev normalne črevesne mikrobiote, kar kasneje privede do spremenjene 
metabolne aktivnosti mikrobiote. Teh razlik pa kasneje, pri starosti šestih mesecev več ni 
moč opaziti. 
 
Po rojstvu je črevesna mikrobiota deležna največjih sprememb, saj se v prvih dveh letih 
otrok privaja na različno hrano in mikrobiota se temu prilagaja (Koenig in sod., 2011). K 
razvoju ključno vplivata način rojstva in hranjena (dojenje ali mleko v prahu ter kasneje 
trdna hrana). Pri 12-ih mesecih je metagenom dojenčka že bolj podoben materinemu kot 
pri novorojenčkih, saj mikrobiota ne razgrajuje več samo mlečnih sladkorjev, ampak se že 
razgrajujejo kompleksni sladkorji iz trdne hrane (Bäckhed in sod., 2015). Če se pri 
zgodnjem razvoju otroka pojavi stradanje, pa to povzroči izostanek v razvoju mikrobiote 
(Smith in sod., 2013). Do nedavnega je veljalo, da je materino mleko sterilno, kasneje pa 
so dokazali, da ne vsebuje le bakterij ampak tudi ključna hranila, ki omogočajo natančen 
razvoj optimalne črevesne mikrobiote v razvijajočem se otroku (Cabrera-Rubio in sod., 
2012). Sestavljeno je iz optimalne mešanice hranilnih snovi (proteini, lipidi in okoli 200 
različnih oligosaharidov), ki jih razvijajoče se telo potrebuje (Kunz in sod., 2000). V 
prvem materinem mleku (kolostrum) se najpogosteje pojavljajo rodovi Weisella in 
Leuconostoc (mlečnokislinske bakterije), sledijo pa jima Staphylococcus, Streptococcus in 
Lactococcus. Po primerjavi kolostruma z mlekom, starim 6 mesecev so ugotovili, da so še 
vedno prisotne mlečnokislinske bakterije, pojavijo pa se še Veillonella, Leptotrichia in 
Prevotella (pogoste bakterije v ustih dojenčkov) (Cabrera-Rubio in sod., 2012). 
 
Razlike se pojavijo tudi pri novorojenčkih, ki se dojijo pri materah ali se hranijo z mlekom 
v prahu. Materino mleko vsebuje kompleksne ogljikove hidrate, ki jih samo telo ne more 
prebaviti (Martín in sod., 2007). Zato so nujno potrebne črevesne bakterije, kot so 
Bifidobacterium, Lactobacillus in Bacteroides, ki razgradijo ogljikove hidrate do laktoze, 
ki jo potem telo uporabi kot vir energije (Sela in sod., 2011). Pri dojenčkih, ki se hranijo z 
mlekom v prahu pa so dokazali predvsem Enterococci in Clostridia (Balmer in Wharton, 
1989). Mikrobiota teh dojenčkov naj bi vsebovala tudi manj bakterij in večjo vrstno 
raznolikost v primerjavi z doječimi se dojenčki (Bezirtzoglou in sod., 2011). Ko otrok 
preide na trdno hrano pa se njegova mikrobiota bogati z bakterijami, ki se pojavljajo pri 
odraslih, npr. Bacteroidetes in Firmicutes (iz razreda Clostridia: Clostridium, 
Ruminococcus, Faecalibacterium, Roseburia in Anaerostipes) (Bäckhed in sod., 2015). Po 
prehodu na trdno hrano so dokazali tudi višjo raven kratkoverižnih maščobnih kislin v 
fecesu (Koenig in sod., 2011). Takrat  se pojavi tudi večja mikrobna raznolikost, da lahko 
telo čim bolje izkoristi hranila (Bäckhed in sod., 2015). 
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2.3.4 Mikrobiota v prebavnem traktu  
 
Črevo predstavlja okolje kompleksni populaciji mikroorganizmov, ki jo sestavljajo 
bakterije, kvasovke, enocelični evkarionti, virusi in simbiontski večceličarji. Arheje in 
evkarionte predstavlja majhno število debel, najštevilčnejše pa so bakterije, predvsem 
striktni anaerobi, sledijo pa jim fakultativni anaerobi in aerobi (Conlon in Bird, 2015). 
Čeprav je sestava črevesne mikrobiote zelo raznolika, pa večinoma kar 98 % vseh bakterij 
pripada le štirim bakterijskim deblom in sicer Firmicutes (64 %), Bacteroidetes (23 %), 
Proteobacteria (8 %) in Actinobacteria (3 %) (Madigan in sod., 2008). 
 
Zaradi slabega izkoristka kultivacijskih metod bakterij (tako lahko določimo le okoli 20 % 
bakterij v prebavnem traktu), se znanstveniki poslužujejo drugih metod (Zoetendal in sod., 
1998). Danes uporabljamo predvsem molekularne metode, kjer analiziramo gene za 
bakterijsko 16S ribosomalno RNA (rRNA), ki je pokazatelj genske raznolikosti. Je zelo 
uporaben gen, saj je relativno majhen (okoli 1,5 kb), dobro ohranjen in omogoča ločevanje 
med različnimi vrstami in sevi (Sekirov in sod., 2010). 
 
Bakterije so prisotne v celotnem prebavnem traktu, spreminja pa se njihova koncentracija 
in raznolikost. V ustih so prisotni obligatni aerobi, obligatni anaerobi (največ Veillonella in 
Fusobacterium), fakultativni anaerobi (Streptococci in Actinomyces), mikroaerofili in 
kapnofili (vrste, ki rastejo najbolje pri visokih koncentracijah CO2, npr. med 5 in 10 %, kot 
je Neisseria) (Avila in sod., 2009). V želodcu naj bi bilo predvsem zaradi stresnih pogojev 
najmanj bakterij (vpliva predvsem nizek pH), med njimi najpogosteje Lactobacillus, 
Veillonella in Helicobacter. V tankem črevesju postopoma narašča število bakterij, prisotni 
pa so predvsem Bacilli, Streptococcaceae, Actinobacteria, Actinomycinaeae in 
Corynebacteriaceae. Največja mikrobna raznolikost in število prisotnih bakterij pa je v 
debelem črevesju, kjer med 10
11
 bakterij/gram fecesa najdemo predvsem Firmicutes in 













Slika 3: Število bakterij/gram vsebine tekom prebavnega trakta (Sekirov in sod., 2010). 
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Eckburg in sod. so leta 2005 opravili obsežno raziskavo fekalnih vzorcev in ugotovili, da 
lahko bakterije v fecesu razdelijo v 7 debel, med katerimi največ bakterij pripada debloma 
Firmicutes in Bacteroidetes. Kar 95 % bakterij iz debla Firmicutes je pripadalo razredu 
Clostridia (rodovi Eubacterium, Ruminococcus, Dorea, Lachnospira, Butyrivibrio,…), 
nekateri med njimi so pripadniki butirat producirajočih bakterj. Najbolj znan je 
Eubacterium hallii, ki uporablja laktat za tvorbo butirata, kar preprečuje nalaganje laktata v 
črevesju (Duncan in sod., 2004). Med Bacteroidetes pa so najpomembnejše Bacteroides 
vulgatus, Prevotellaceae, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides caccae in 
Bacteroides fragilis. Vrsta B. thetaiotaomicron je najverjetneje zelo pomembna, saj so jo 
zaznali pri vseh osebah (Eckburg in sod., 2005) in ima pomembno vlogo pri absorbciji 
hranil kot tudi pri zorenju in vzdrževanju epitelnih celic (Hooper in sod., 2001).  
 
Relativno malo sekvenc je pripadalo deblom Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria 
in Verucomicrobia. Glede na to, da fakultativni anaerobi v človeškem črevesju 
predstavljajo le okoli 0,1 % vseh bakterij, ni presenetljivo, da je predstavnikov debla 
Proteobacteria malo. Ugotovili so, da so razlike v sestavi mikrobne združbe med 
posamezniki večje kot spremembe mikrobne združbe pri določenem posamezniku skozi 
čas (Eckburg in sod., 2005). 
 
2.4 RAZGRADNJA HRANIL V DEBELEM ČREVESJU 
 
Glede na to, da mikrobiota nosi veliko več genov kot njen gostitelj, lahko pričakujemo, da 
s primarnimi in sekundarnimi metabolnimi potmi prispeva k sposobnosti razgradnje 
drugače nerazgradljivih substratov. Poleg tega proizvaja tudi koristne spojine, kot so 
vitamini (npr. bakterije Bifidobacterium lahko tvorijo vitamine K, B12, biotin, folat in 
timin), esencialne in neesencialne aminokisline idr. (Bull in Plummer, 2014). 
Najpomembnejša metabolna pot bakterij, ki pripomore k popolnejši razgradnji hranil je 
fermentacija, ki se obsežno vrši v desnem delu debelega črevesja (Cummings, 1997). 
Pomembno je, da se med fermentacijo porabljajo predvsem še nerazgrajeni substrati, med 
katerimi so najpomembnejši nerazgrajeni proteini in ogljikovi hidrati, kot so veliki 
polisaharidi, (rezistentni škrob, celuloza, hemiceluloza, pektini in smole), oligosaharidi, ki 
so obšli razgradnjo v tankem črevesju, neabsorbirani sladkorji in alkoholi (preglednica 1) 
(Bull in Plummer, 2014). 
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Preglednica 1: Razlike v pogojih in funkcijah v levem in desnem delu debelega črevesja (Cummings, 1997). 
KVMK – kratko verižne maščobne kisline. 
DESNA STRAN  LEVA STRAN 
Veliko ogljikovih hidratov  Veliko proteinov 
Velika vlažnost  Manj proste vode 
Veliko KVMK  Manj KVMK 
pH okoli 7,05  pH okoli 7,15 
Zadrževalni čas: 6-16 ur  Zadrževalni čas: 12-36 ur 
Višja bakterijska rast  Nižja bakterijska rast 
Večinoma H2 in CO2  Prisotni H2, CO2 in CH4 
 
2.4.1 Ogljikovi hidrati in drugi rastlinski materiali 
 
Ogljikovi hidrati so sestavljeni iz ogljika, vodika in kisika, zapišemo pa jih s splošno 
formulo CnH2nOn (Shukla in Tiwari, 2012). Predstavljajo glavni vir ogljika našemu telesu, 
največ ogljikovih hidratov pa dobimo z uživanjem sadja, zelenjave, mleka in medu 
(Başkan in sod., 2015).  
 
Delimo jih na: 
 monosaharide (glukoza, fruktoza, galaktoza,…), 
 disaharide (saharoza, maltoza, laktoza,…), 
 oligosaharide (razgrajen škrob, fruktooligosaharidi,…) in  
 polisaharide (škrob, glikogen, celuloza,…) (Nelson in Cox, 2004). 
 
Monosaharidi in disaharidi se pogosto uporabljajo v vsakodnevni prehrani ljudi. Po navadi 
niso substrat za fermentacijo v debelem črevesju, saj se večinoma absorbirajo že v tankem 
črevesju in v obliki glukoze zagotavljajo potrebno energijo tkivom po telesu. Oligosaharidi 
so sestavljeni iz 3-9 enot monosaharidov in nekateri med njimi (kot npr. rafinoza) lahko 
pridejo nerazgrajeni do debelega črevesja in predstavljajo substrat za fermentacijo v 
debelem črevesju. Oligosaharidi naj bi bistveno vplivali na hitrejšo rast bifidobakterij v 
debelem črevesju. Med polisaharidi pa je najpomembnejši škrob, ki ga naknadno delimo še 
na razgradljivi škrob, počasi razgradljivi škrob in na rezistentni škrob. Način 
prehranjevanja je tako ključen vzrok za različne količine škroba v debelem črevesju in 
posledično tudi količina substrata za fermentacijo (preglednica 1) (Cummings, 1997). 
 
Med pomembne substrate za fermentacijo sodijo tudi neškrobni polisaharidi oz. vlaknine. 
Definiramo jih kot sladkorje, ki so sestavni deli rastlinske celične stene in so zelo slabo 
razgradljivi. Vlaknine pridejo do debelega črevesja skoraj nespremenjene in predstavljajo 
glavni vir hranil bakterijam za fermentacijo. Imajo večjo kapaciteto zadrževanja vode, zato 
bistveno vplivajo tudi na potovalni čas hrane po prebavnem traktu in na končno težo fecesa 
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(Cummings, 1997). Najpomembnejši ogljikovi hidrati v hrani so škrob, glukoza, 
hemiceluloza, pektini in oligosaharidi (Lovegrove in sod., 2015). 
 
V fecesu predstavljajo večino ogljikovih hidratov nerazgrajena celuloza, rastlinske 
vlaknine in pentosan. Večina zaužitih ogljikovih hidratov se namreč tekom prebavnega 
trakta porabi in absorbira, zato se izločijo le tisti, ki so ostali nerazgrajeni in neabsorbirani 
(Rose in sod., 2015). 
 
2.4.1.1 Redukcijski sladkorji 
 
Monosaharide, oligosaharide in nekatere polisaharide (škrob in celuloza) lahko 
poimenujemo tudi redukcijski sladkorji, ker vsebujejo reducirajoče konce (aldehidno ali 





oksidacije karbonilne skupine v karboksilno imenujemo Fehlingova reakcija. Oksidacija 
redukcijskih sladkorjev je mogoča le pri sladkorjih v linearni obliki, ki se v ravnotežju 
nahajajo skupaj s cikličnimi oblikami. Če je anomerni ogljik vezan z glikozidno vezjo na 
drug sladkor, potem to ni redukcijski sladkor. Če pa imamo disaharide oz. polisaharide, ki 
imajo na koncu verige en nevezni anomerni ogljik, je to redukcijski sladkor (Nelson in 
Cox, 2004). 
 
2.4.2 Proteini in dušikove spojine 
 
Proteini so pomemben del uravnotežene prehrane zdravih posameznikov. Dokazali so, da 
visoko proteinska hrana v kombinaciji s telesno aktivnostjo izboljša strukturo telesa in 
bistveno vpliva na zmanjšanje telesne teže (Layman in sod., 2005). Proteini lahko 
pozitivno oz. negativno vplivajo na zdravje črevesja. Chao in sod. (2005) so dokazali, da 
lahko prekomerno in dolgotrajno uživanje rdečega in predelanega mesa poveča tveganje za 
nastanek raka na črevesju. 
 
Uživanje proteinsko bogate hrane se kaže predvsem v večji razgradnji v tankem črevesju, 
prihaja pa tudi pomanjkanja substratov za fermentacijo v debelem črevesju. Večina 
proteinov se lahko razgradi s pomočjo encimov v tankem črevesju, nerazgrajeni proteini pa 
potujejo v debelo črevo in predstavljajo pomemben vir dušika za črevesne bakterije. 
Pomembni so tudi zaradi tvorbe koristnih bakterijskih produktov, kot so KVMK. 
Nasprotno od ogljikovih hidratov pa s fermentacijo proteinov omogočamo nastanek bolj 
raznolikih bakterijskih metabolitov in plinov ter povečamo razgradnjo fermentacijskih 
produktov. Veliko produktov proteinske fermentacije je citotoksičnih, genotoksičnih in 
rakotvornih. Mednje spadajo amonijak, H2S, amini, fenoli, tioli in indoli. Čeprav je 
amonijak zelo poznan toksin, ga mikrobiota vseeno lahko uporablja kot vir dušika, večina 
pa se ga izloči s fecesom ali pa se absorbira skozi črevesje in kasneje izloči z urinom 
(Conlon in Bird, 2015). 
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Večja vsebnost proteinov v prehrani tako ne povzroči večjo stopnjo fermentacije v 
debelem črevesju in posledično več fermentacijskih produktov v fecesu (Conlon in Bird, 
2015). Razgradnja zaužitih proteinov naj bi variirala med 69 in 93 %, odvisno od vrste 
zaužitih proteinov in prehrane. Večina dušika se izloči z urinom in ne s fecesom, ki naj bi 
vseboval le okoli 14 % izločenega dušika. Pri proteinsko bogati prehrani se poveča tudi 




Večja koncentracija zaužitih maščob pomeni več žolčnih kislin in maščob v debelem 
črevesju (Rose in sod., 2015). Brinkworth in sod. (2009) so pokazali, da prehrana z nizko 
vsebnostjo ogljikovih hidratov in visoko vsebnostjo maščob vpliva na zmanjšano 
koncentracijo bifidobakterij, butirata, pogostostjo defekacije v primerjavi s prehrano, ki 
vsebuje veliko ogljikovih hidratov, vlaknin in malo maščob. Laugerette in sod. (2011) pa 
so raziskovali vpliv pretežno mastne prehrane na nastanek vnetja. Ugotovili so, da več 
maščob v prehrani poveča permeabilnost črevesja in posledično se poveča koncentracija 
lipopolisaharidov (LPS) iz celične stene Gram negativnih bakterij v krvi. Prisotnost LPS v 
krvi aktivira vnetni odziv, kar privede do kroničnih bolezni (Laugerette in sod., 2011; 
Moreira in sod., 2012). Med najpomembnejše bolezni sodi rak debelega črevesja, ki so ga 
pri Američanih povezali s predvsem mastno in s proteini bogato prehrano. Zaradi 
neprimerne prehrane nastaja vedno manj KVMK ter vedno več sekundarnih žolčnih kislin, 
ki so potencialno rakotvorne (Ou in sod., 2011). 
 
2.5 POMEMBNI BAKTERIJSKI PRODUKTI V DEBELEM ČREVESJU 
 
2.5.1 Kratkoverižne maščobne kisline (KVMK) 
 
Kratkoverižne maščobne kisline ali KVMK so zelo pomemben in pogost bakterijski 
produkt, ki nastane pri fermentaciji nerazgradljivih proteinov, najpogosteje pa so substrat 
nerazgrajeni ogljikovi hidrati v debelem črevesju. Le-te predstavljajo predvsem strukturni 
polisaharidi rastlinskih celičnih sten (neškrobni polisaharidi), rezistentni škrob in nekateri 
topni oligosaharidi (npr. frukto-oligosaharidi). Med kratkoverižne maščobne kisline 
uvrščamo maščobne kisline z manj kot 6 ogljikovimi atomi, med njimi so najpomembnejše 
acetat (C2), propionat (C3) in butirat (C4) (najpogosteje v razmerju 3:1:1) (Louis in sod., 
2014). Dokazali so, da KVMK lahko prispevajo 5-15 % kalorične vrednosti, ki jo 
potrebuje človeško telo za normalno delovanje (Hamer in sod., 2007). 
 
Količina sintetiziranih KVMK je odvisna od sestave mikrobiote in okoljskih pogojev, kot 
je pH, prisotnost vodika in dostopnih hranil (Walker in sod., 2005). Najpomembnejša 
KVMK je acetat, ki predstavlja 55-70 % sintetiziranih KVMK (Cummings, 1997). 
Proizvajajo ga črevesne bakterije, ki iz sladkorne komponente najprej tvorijo piruvat, 
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preko Acetil-CoA pa proizvedejo acetat. Možna je tudi Wood-Ljungdhal-jeva pot tvorbe 
acetata z acetogenimi bakterijami, kot je Blautia hydrogenotrophica, ki tvori acetat iz 
vodika in CO2 ali iz formata (slika 4) (Louis in sod., 2014).  
 
Butirat proizvajajo nekatere bakterije iz debla Firmicutes (Faecalibacterium prausnitzii, 
Roseburia spp., Eubacterium rectale, Eubacterium halli in Anaerostipes spp.), ki za tvorbo 
butirata uporabljajo acetat. Tako uravnavajo količino nastalega acetata in njegovo 
absorbcijo skozi sluznico. Nastane iz dveh molekul Acetil-CoA, najpogosteje z encimom 
butiril-CoA:acetat CoA-transferaza, možen pa je tudi nastanek preko fosfotransbutirilaze 
(slika 4) (Louis in sod., 2004, 2014). Butirat predstavlja vir energije za epitelne celice, 
deluje protitumorsko in protivnetno, imel pa naj bi tudi pomembno vlogo pri občutku 
sitosti in oksidativnemu stresu (Hamer in sod., 2007).  
 
Tretja med najpomembnejšimi KVMK – propionat pa najpogosteje nastane po poti 
sukcinata, kar je pogosta pot pri Bacteroidetes, ki tvorijo propionat iz ogljikovih hidratov 
in nekaterih Firmicutes, ki tvorijo propionat iz laktata ali sukcinata (P. succinatutens). 
Obstajata pa še dve poti nastanka propionata in sicer akrilatna pot (iz laktata) in propandiol 
pot (iz deoksiheksoze, npr. fukoza in ramnoza) (slika 4). Končna koncentracija propionata 
v fecesu kaže na količino Bacteroidetes v debelem črevesju, kar potrjuje, da je pot 
sukcinata ključni vir za tvorbo propionata (Reichardt in sod., 2014). 
 
Na količino sintetiziranih KVMK močno vpliva način prehranjevanja in življenjski slog. 
Višjo vsebnost KVMK v fecesu tako povezujejo z dietami z večjo vsebnostjo vlaknin kot 
tudi z debelostjo. Med pomembne posledice tvorbe KVMK sodi padec pH znotraj črevesja, 
kar posledično onemogoča rast patogenim mikroorganizmom, vpliva pa tudi na aktivnejšo 
absorbcijo nekaterih hranil. Količina acetata naj bi vplivala na prisotnost bifidobakterij v 
črevesju, prisotnost butirata pa spodbuja epitelne celice, da izločajo mucin, ki onemogoča 
vezavo bakterij na steno črevesja. Količina in razmerje KVMK tako močno vplivata na 
sposobnost črevesja, da zadrži patogene mikroorganizme in preprečuje njihovo 
razmnoževanje. Prav tako naj bi imele KVMK pomembno vlogo pri zaviranju vnetja v 
črevesju (Ríos-Covián in sod., 2016). 
 
KVMK se lahko absorbirajo preko stene črevesja in uporabijo v različnih biosintetskih 
poteh. Predvsem butirat se po absorbciji metabolizira v kolonocitah (Pryde in sod., 2002), 
ostale KVMK pa potujejo do jeter, kjer se razgrajujejo naprej. Propionat se vključi 
večinoma v glukoneogenezo, acetat in ostanek butirata pa sodelujeta pri biosintezi lipidov. 
KVMK naj bi nas tudi ščitile pred razvojem kolorektalnega raka, večinoma pa se študije 
nanašajo na butirat. Ta spodbuja aktivnost črevesja, zmanjšuje vnetje, aktivira apoptozo in 
zavira nastajanje tumorskih celic (Ríos-Covián in sod., 2016). Nedavne raziskave naj bi 
tako pokazale, da se pozitivni vpliv uživanja večjih količin vlaknin kaže predvsem zaradi 
mikrobne tvorbe butirata v debelem črevesju (Donoroe in sod. 2014). 
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Pomemben vpliv na zdravje črevesja in posledično celotnega telesa imajo tudi polifenoli, 
ki jih najdemo predvsem v sadju, zelenjavi, čaju, kavi ter v vinu. Glede na kemijsko 
strukturo in kompleksnost jih delimo na flavonoide in neflavonoide. Povezujemo jih 
predvsem z antioksidativno in protivnetno funkcijo, preprečujejo pa tudi nastanek 
nekaterih bolezni, med njimi najpomembnejši rak debelega črevesja (Cardona in sod., 
2013; Conlon in Bird, 2015) 
 
Polifenoli z nizko molekulsko maso in enostavno strukturo se lahko absorbirajo že v 
tankem črevesju, med tem ko oligomerni in polimerni polifenoli z večjo molekulsko maso 
pridejo do debelega črevesja. Le 5-10 % zaužitih polifenolov se absorbira v tankem 
črevesju, ostali pa se tam kopičijo in potujejo do debelega črevesja, kjer jih bakterijska 
združba razgradi do metabolitov z manjšo molekulsko maso. Le-ti se lahko absorbirajo in 
pozitivno vplivajo na zdravje s polifenoli bogate hrane (Cardona in sod., 2013). 
 
Od vseh bakterijskih vrst v debelem črevesju lahko le nekatere tvorijo polifenole. Med 
njimi so Escherichia coli, Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp., Bacteroides sp. in 
Eubacteruim sp. Z in vivo študijami so dokazali, da lahko z uživanjem zadostne količine 
določenih polifenolov vplivamo na sestavo bakterijske združbe v debelem črevesju. 
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Polifenoli in njihovi metaboliti pomagajo vzdrževati zdravo črevesje, saj pospešujejo rast 
koristnim bakterijam, škodljive pa zavirajo. Ključno je predvsem novo vzpostavljeno 
ravnovesje med Bacteroides in Firmicutes bakterijami (Cardona in sod., 2013). 
 
2.6 TVORBA FECESA IN NJEGOVE LASTNOSTI 
 
Črevo odrasle osebe vsebuje okoli 500 g vsebine, z odvajanjem pa dnevno odvedemo 
150±16 g fecesa. Večino vsebine debelega črevesja predstavljajo mikroorganizmi, v 
povprečju pa jim dnevno zagotovimo 50 g substratov za fermentacijo, predvsem vlaknine. 
Najpomembnejši med vlakninami so neškrobni polisaharidi in predstavljajo 20-45 % suhe 
snovi v črevesju. Enostavni sladkorji in oligosaharidi predstavljajo 10 %, škrobna vlakna 
pa okoli 8 % suhe teže črevesne vsebine. V debelo črevo pride tudi 5-15 g proteinov in 5-
10 g lipidov, pomembna hrana za mikrobe pa so še polifenoli, katehin, lignin, tanini in 
mikrohranila (Conlon in Bird, 2015; Achour in sod., 2007). 
 
Potovalni čas hranil skozi prebavni trakt je ključen za vzpostavitev primerne mikrobne 
združbe v debelem črevesju (Vandeputte in sod., 2016). S pomočjo označenih delcev so 
spremljali potovalni čas hrane od ust pa vse do rektuma. Skozi tanko črevo naj bi hranila 
potovala okoli 4 ure. Wilson (2010) je ugotovil, da se potovalni čas hrane vse do rektuma 
razlikuje glede na del dneva, v katerem zaužijemo hrano. Jutranji obrok naj bi skozi 
prebavni trakt potoval med 22-26 urami, popoldanski obrok pa okoli 38 ur. Med 20-25 % 
ljudi pa naj bi imelo hitrejšo prebavo, kot je označeno za normalno. Od potovalnega časa je 
odvisna tudi količina absorbirane vode iz hranil, od tega pa tudi sam izgled fecesa 
(Vandeputte in sod., 2016). 
 
Feces je sestavljen večinoma iz vode, sledijo pa ji proteini, nerazgrajene maščobe, 
polisaharidi, bakterijska biomasa in nerazgrajeni ostanki hrane. Najpomembnejši elementi 
v mokri masi fecesa so kisik (74 %), vodik (10 %), ogljik (5 %) in dušik (0,7 %). Kar 75 % 
fecesa predstavlja voda, ostalih 25 % pa predstavlja suho snov fecesa. Ta je sestavljena 
predvsem iz organske materiala, ki obsega do 93 % celotne suhe snovi. Tudi organsko 
snov lahko naprej razdelimo na bakterijsko biomaso (25-54 %), proteine in dušikove 
spojine (2-25 %), ogljikove hidrate in druge rastlinske materiale (25 %) ter nerazgradljive 
lipide (2-15 %). Skupno organsko snov lahko izmerimo tudi kot kemijsko potrebo po 
kisiku ali kot biološko potrebo po kisiku (Rose in sod., 2015). 
 
Čvrstost fecesa opišemo po posebej pripravljeni lestvici, t. i. bristolski lestvici (angl. 
Bristol stool scale), ki sta jo sestavila Lewis in Heaton leta 1997. Ugotovila sta, da z 
opisom čvrstosti fecesa bolje opišemo potovalni čas hranil kot s pogostostjo defekacije. 
Lestvica razdeli čvrstost človeškega fecesa v 7 kategorij. S tipom 1 označimo zelo trd feces 
v obliki lešnikov, s tipom 7 pa zelo tekoč feces brez trdnih delcev. Večina zdrave 
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populacije ima feces, ki spada v kategorijo 3 ali 4. Z uvrstitvijo fecesa v določen tip lahko 
sklepamo tudi na zaprtost oz. diarejo (Preglednica 2) (Lewis in Heaton, 1997).  
 
Preglednica 2: Opis fecesa po bristolski lestvici (povzeto po Lewis in Heaton, 1997). 
OBLIKA FECESA TIP OPIS 
 
 

















TIP 2 Grudičast feces, oblikovan v klobaso 
 
TIP 3 Klobasast feces z razpokami na površini 
 
TIP 4 Klobasast feces, gladek in mehak 
 
TIP 5 Mehke kepice z ostrimi konci 
 
TIP 6 Kosmičasti kosi  z raztrganimi konci 
 
TIP 7 Popolnoma tekoč feces 
 
Zaužitje večje količine nerazgradljivih ogljikovih hidratov povzroči obsežnejšo 
fermentacijo v debelem črevesju. Posledično se poveča potreba po tvorbi fecesa in 
prehodnosti hranil skozi debelo črevo, zaradi vpliva fermentacije pa se zniža raven pH v 
lumnu črevesja (Walker in sod., 2005). Pri zaprtju pa feces potuje počasneje po črevesju, 
kar spodbuja rast počasirastočih bakterij, med katerimi so tudi metanogene arheje, ki se 
pojavijo pri približno 50 % prebivalstva. Dokazali so, da metan zavira potovanje fecesa po 
črevesju (Pimentel in sod., 2005; Flint in sod., 2012). 
 
Osuka in sod. (2012) so analizirali pH fecesa pri zdravih osebah in določili, da normalna 
pH vrednost fecesa znaša med 6,0 in 7,2. Če je pH izven tega območja, govorimo o kislem 
oz. o bazičnem fecesu. Pri bolnih osebah pa so dokazali, da se razpon pH fecesa zelo 
poveča (med 4,04 in 9,23), v povprečju pa je znašal 7,14. Normalno naj bi bil feces rahlo 
kisel, saj bazično okolje ne ovira rasti patogenih mikroorganizmov, kar lahko vodi do 
bolezenskih stanj. Ugotovili so, da se pri večjih spremembah v vrednosti pH možnost 
bakteriemije in smrti pri bolnih ljudeh močno poveča. 
 
Bakterijska biomasa predstavlja okoli 25-54 % suhe snovi fecesa, delež pa je višji pri 
različnih bolezenskih stanjih. Prisotnost bakterijske biomase v fecesu močno vpliva tudi na 
končno koncentracijo dušika v fecesu. Achour in sod. so analizirali bakterijsko frakcijo 
fecesa in določili, da je sestavljena iz 20 % maščob, 17 % proteinov in 61 % ogljikovih 
hidratov (Achour in sod., 2007; Rose in sod., 2015).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 




Slika 5: Shema dela. 
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3.2 ZBIRANJE IN POPISOVANJE VZORCEV FECESA 
 
Preiskovanci so zbirali feces po natančno predpisanih navodilih. Po protokolu so vrečko za 
vzorčenje pritrdili na WC školjko in opravili potrebo. Kasneje so vrečko s fecesom shranili 
v še eno posebej označeno in podpisano vrečko ter vse skupaj shranili na -20 °C. Postopek 
so ponovili vse 3 dni pred prvim testiranjem, na dan testiranja niso vzorčili, potem pa so 
zopet vzorčili vse 3 dni po opravljenem testu. Enako so naredili za hipoksični kot tudi 
normoksični test (preglednica 3). Dobili smo 12 vzorcev fecesa od vsakega preiskovanca. 
 






Pred -3 DA/NE DA/NE 
Pred -2 DA/NE DA/NE 
Pred -1 DA/NE DA/NE 
DAN TESTIRANJA 
Po +1 DA/NE DA/NE 
Po +2 DA/NE DA/NE 
Po +3 DA/NE DA/NE 
 
Po končanih testiranjih smo vsakega posameznika obiskali na domu, prevzeli zbrane 
vzorce fecesa ter jih v času transporta shranili v termostatiranih posodah. Vzorce smo 
shranili pri -20 °C do njihove analize. Vse vzorce smo pregledali, ocenili njihove količine, 
jih popisali ter odstranili neprimerno označene vzorce ter tudi tiste, ki so bili vsebinsko 
premajhni za naše analize. 
 
3.3 PREDOBDELAVA VZORCEV FECESA 
 
Vzorce smo označili s črko P (preterm) ali s črko K (kontrola) ter jih razvrstili po 
pravilnem vrstnem redu. Vsak vzorec fecesa smo previdno prenesli iz vrečke na pult in 
opisali njegovo strukturo po bristolski lestvici od 1 do 7. Nato smo s površinsko 
sterilizirano žago razrezali vzorec in ga zatehtali v tri plastične eprvuvete z navojem, 
volumnov 2 x 15 mL in 1x 50 mL. V prvo 15 mL epruveto smo zatehtali 2 g vzorca, v 
drugo 5 g vzorca, v 50 mL epruveto pa smo zatehtali 10 g vzorca. Delali smo hitro, da med 
delom ni prišlo do taljenja vzorcev. Žago smo med vzorci dobro očistili in dezinficirali z 
etanolom, da smo preprečili navzkrižno kontaminacijo. Epruveto z 10 g vzorca smo pustili 
na sobni temperaturi, da se je vzorec odtalil in dodali še 25 mL dH2O ter dobro premešali. 
Epruvete smo primerno označili in jih shranili na -20 °C do nadaljnje uporabe.  
 
Pripravili smo 0-kratne, 10-kratne, 50-kratne, 100-kratne in 1000-kratne redčitve vsakega 
vzorca v blokih (Greiner, 96 x 1,2 mL). Iz epruvete z 10 g vzorca in 25 mL dH2O smo 1,5 
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mL vsakega vzorca prenesli v mikrocentrifugirko in centrifugirali 5 min pri 9500 RPM, da 
smo dobili usedlino. 1 mL supernatanta smo prenesli v prvi blok z 0-kratno redčitvijo in 
redčili naprej v druge bloke, da smo dobili ustrezne redčitve vzorca v dH2O. Bloke smo 
zamrznili v skrinji na -20 °C do nadaljnje uporabe (Filipić, 2016). 
 
3.4 FIZIKALNO-KEMIJSKI PARAMETRI 
 
3.4.1 Suha snov v fecesu 
 
Za analiziranje suhe snovi smo uporabili 15 mL epruvete s 5 g vzorca. Epruvete smo iz 
skrinje prestavili v sušilnik in odstranili pokrovčke. Vsebino smo sušili 2 dni pri 55 °C, 
dokler niso bili povsem suhi. Te smo ponovno stehtali in ugotovili delež suhe snovi v 
vzorcu fecesa. Vzorce smo zamrznili na -20 °C do nadaljnje uporabe. 
 
3.4.2 Analiziranje sterolov v fecesu 
 
Sterole smo ugotavljali v posušenem vzorcu, ki je ostal po analizi suhe snovi. Za pripravo 
ekstraktov smo v falkonko dodali metanol v razmerju 1:10 ter ekstrahirali sterole z 
obračanjem falkonk 10 min. Nato smo ločili metanolno fazo od vzorca s centrifugiranjem 
falkonk in sicer 10 min pri 5400 RPM. 
 
Po centrifugiranju smo vzorce filtrirali skozi filter z velikostjo por 0,20 μm 
(CHROMAFIL® Xtra H-PTFE-20/13) in prenesli v 2 mL viale. Vzorce smo do meritev na 
HPLC shranili v skrinji na -20 °C. 
 
Metodo HPLC smo izvedli pod izokratičnimi pogoji pri 30 °C na vodnem HPLC sistemu 
(2995 z 2998 PDA detektorjem). Analize smo izvedli na koloni z reverzno fazo C-18: 
Spherisorb ODS1 RP-18, dolžina 5 m, 250 x 4,6 mm (Waters, Miliford, ZDA).  
 
Pri analizi žolčnih kislin je bila mobilna faza 0,5 M acetatni pufer z 0,02 % natrijevim 
azidom (Sigma), uravnan do pH 4,3 z o-fosforično kislino. Pretok je bil 0,5 mL/min 
(izokratični pogoji), meritev smo izvedli pri 205 nm. Volumen injiciranja je bil 10 μL.  
 
Za ločevanje fenolov smo uporabili naslednja topila: A: 1,5 % fosforjeva kislina in B: 
metanol (Merck) – acetonitril (Merck) voda v razmerju 1:1:1 (V/V/V). uporabili smo 
gradient 0 min: 100 % A; 0-20 min: 100-60 % A; 20-35 min: 60-0 % A pri 1 mL/min. 
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3.4.3 Trdota fecesa 
 
Trdoto fecesa smo merili po bristolski lestvici, ki uvrsti feces glede na čvrstost v kategorije 
od 1 do 7. Kategoriji 1 in 2 predpostavljata zaprtost preiskovancev, kategoriji 3 in 4 
sklepata na normalno stanje v prebavilih preiskovancev, kategorije 5, 6 in 7 pa 
opredeljujejo diarejo (Lewis in Heaton, 1997). 
 
Poleg prve metode smo trdoto fecesa merili tudi z določanjem prebodne sile fecesa s 
kovinsko paličico, premera 1,5 mm in osnovne mase 10 g. Maso smo povečevali po 2, 5 ali 
10 g ter zabeležili maso, ko je paličica prebodla feces. Meritve smo izvedli na vsaj treh 
različnih mestih (Stres, 2016). 
 
3.4.4 Merjenje pH 
 
Za merjenje pH smo uporabili že prej pripravljene raztopine 10 g fecesa in 25 mL dH2O 
(pH meter Hanna instruments pH 211). Med merjenjem smo pH meter dobro sprali z 
destilirano vodo (Filipić, 2016). 
 
3.4.5 Merjenje električne prevodnosti 
 
Prevodnost je sposobnost raztopin, kovin ali plinov, da skoznje prehaja tok elektronov. V 
raztopinah tok elektronov omogočajo kationi in anioni, pri kovinah pa tok omogočajo 
elektroni. Sposobnost prevodnosti skozi raztopino je odvisna od različnih parametrov, kot 
je koncentracija raztopljenih snovi, mobilnost ionov, njihova valenca in temperatura 
raztopine. Višja kot je temperatura raztopine, večja bo prevodnost. V vodnih raztopinah 
ionska jakost variira od zelo nizke prevodnosti pri popolnoma čisti vodi pa vse do visoke 
ionske jakosti pri kemijskih vzorcih. Prevodnost merimo s konduktometrom, izmerimo pa 
lahko zelo nizke vrednosti pri čisti vodi (manj kot 1𝑥10−7 S/cm) kot tudi prevodnost pri 
bolj nasičenih raztopinah (vrednosti do 1 S/cm in več). Je zelo hitra, zanesljiva in poceni 
metoda za določanje ionske jakosti raztopine, ne omogoča pa ločevanja med ioni in podaja 
le končni učinek vseh ionov v raztopini (Friedman, 2005).  
 
Prevodnost smo izmerili s sondo Handheld meter Cond 330i/340i v raztopini 10 g fecesa in 
25 mL dH2O. Falkonke z vzorci smo odtajali in termostatirali v vodni kopeli pri 27 °C in 
tako zagotovili izotermne pogoje merjenja pri vseh vzorcih. Sondo smo umerili s pomočjo 
desetiških redčitev 1 M raztopine KCl v destilirani. Po vsakem vzorcu smo sondo splaknili 
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3.4.6 Merjenje indeksa molekulske mase (IMM) 
 
Topna organska snov (angl. dissolved organic matter ali DOM) predstavlja večino 
organskega ogljika tako v vodnih ekosistemih kot tudi v vzorcih fecesa. V okolju je zelo 
heterogeno sestavljena, večji del teh molekul pa predstavlja kromoforna oz. obarvana 
raztopljena organska snov (KCTOO), ki lahko absorbira tako modri del vidne svetlobe, kot 
tudi ultravijolično svetlobo (Spencer in sod., 2013). KCTOO je v naravi zelo pomembna, 
saj zaradi optičnih lastnosti v naravnih vodah ščiti žive organizme pred nevarnim UV 
sevanjem (Helms in sod., 2008). KCTOO po navadi ostanejo v vzorcu tudi po filtraciji 
skozi filter z velikostjo por 0,2 μm. Z nižanjem valovnih dolžinah v UV spektru se 
absorbcija KCTOO povečuje skoraj eksponentno (Twardowski in sod., 2004). 
 
Poznamo različne načine za merjenje velikosti molekul topne organske snovi. De Haan in 
De Boer (1987) sta spremembe v velikosti DOM molekul zaznala z določanjem razmerja 
med absorbanco pri 250 nm in 365 nm (razmerje E2:E3). Ugotovila sta, da se razmerje 
E2:E3 zmanjša, če DOM vsebuje molekule z večjo molekulsko maso. Le-te naj bi zaradi 
svoje velikosti močneje absorbirale svetlobo pri višjih valovnih dolžinah (De Haan in De 





                 …(1) 
 
E2: E3 = indeks molekulske mase po De Haan in De Boer 
A365
A250
 = razmerje absorbanc pri 365 nm in 250 nm valovne dolžine 
 
Za dodatno opisovanje parametrov raztopljene organske snovi pa lahko uporabimo tudi 
parameter S oz. sprektralni nagib, ki ga je dokazal Carder s sodelavci (1989). Izpeljemo ga 
lahko iz enačbe (2), kjer je 𝑎𝜆 Naipierijski absorbcijski koeficient pri izbrani valovni 
dolžini, A pa je približek koncentracije organskih snovi (Helms in sod., 2008). 
 
𝑎𝜆 =  𝐴 𝑥 𝑒
(−𝑆𝑥𝜆)                …(2) 
 
S pomočjo spektralnega nagiba S dobimo boljši vpogled v povprečne lastnosti KCTOO, 
uporabljamo pa ga tudi za semikvantitativni opis razmerja med fulvičnimi in huminskimi 
kislinami v vzorcih. Dobimo lahko tudi podatek o molekulski masi izolatov fulvične 
kisline, ne pa tudi huminskih kislin (Carder in sod., 1989). 
 
Sklepamo lahko, da je faktor S zelo uporaben za karakterizacijo DOM. Pri njegovi uporabi 
pa obstajajo določene omejitve, kot na primer ta, da je dosežena vrednost S odvisna od 
valovne dolžine intervala, iz katerega kasneje izračunamo S. Če za izračun uporabimo ozek 
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spekter valovnih dolžin, pogosto dobimo drugačne rezultate, kot če uporabimo širši 
spekter. Če uporabimo ožje intervale valovnih dolžin, pripomoremo predvsem k 
zmanjšanju razlik, pridobljenih zaradi redčenja vzorca (Brown, 1977; Helms in sod., 
2008). 
 
Helms in sod (2008) so definirali še parameter in sicer naklon razmerja Sr za opis KCTOO. 
Ugotovili so, da lahko iz razmerja med krajšimi valovnimi dolžinami (275-295 nm) in 






                …(3) 
 
Indeks molekulske mase (IMM) smo analizirali iz prej pripravljene 100-kratne redčitve 
vzorcev fecesa. Bloke s 100-kratno redčitvijo smo odtajali v vodni kopeli. Vzorce smo 
resuspendirali in prenesli 200 μL vsakega vzorca v UV-VIS mikrotitersko ploščo. Nato 
smo izmerili spekter med valovnima dolžinama 200 nm in 800 nm v korakih po 5 nm na 
čitalcu mikrotiterskih plošč Multiskan® Spectrum Model #1500 (Thermo Fisher Scientific 
Inc., ZDA). Za primerjavo smo izmerili še spekter valovnih dolžin huminskim kislinam, 
barvilu bromtimol modro in destilirani vodi. 
 
Za določanje IMM smo najprej spremenili absorbance v absorpcijske koeficiente po 
formuli (4), kjer je a naipierijski absorpcijski koeficiet, A je absorbanca in l je dolžina, ki 
jo prepotuje žarek. Le-ta je v naši mikrotiterski plošči, napolnjeni z 200 μL vzorca enaka 
2/3 cm (Helms in sod. 2008). 
 
𝑎(𝜆) = 2,303 𝐴(𝜆) /𝑙 (𝑚−1)              …(4) 
 
Naprej smo izračunali spektralni nagib med 300 nm in 700 nm (S(300 nm-700 nm)) po enačbi 
(2), ki smo jo prilagodili podatkom po metodi najmanjših kvadrantov (Twardowski in sod., 
2004). Z linearno regresijo naravnega logaritma absorpcijskih koeficientov smo izračunali 
še S(275 nm-295 nm) in S(350 nm-400 nm) in nato Sr. Nazadnje smo izračunali še razmerje E2:E3 po 
formuli (1) (Šket in sod., 2017; Zavec, 2015; Filipić, 2016).  
 
3.4.7 Merjenje skupne koncentracije raztopljenega organskega ogljika (TSOC) 
 
Test kemijske potrebe po kisiku nam pove, kolikšna količina kisika je potrebna za 
kemijsko oksidacijo organske snovi v vzorcu s pomočjo močnega oksidanta. Po navadi je 
to kalijev dikromat, ki večino organskih snovi oksidira med 95-100 %. K popolnejši 
oksidaciji organskih snovi pripomorejo tudi koncentrirana žveplova kislina, visoka 
temperatura ter katalizator srebrov sulfat (Ag2SO4). Koncentracijo organske snovi 
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določimo na podlagi razlik v začetni in končni koncentraciji oksidanta v vzorcu (Hu in 
Grasso, 2005). 
 
Za merjenje koncentracije celokupnega raztopljenega organskega ogljika (TSOC) smo 
uporabili pomanjšano obliko testa za kemijsko potrebo po kisiku, kar nam je omogočilo 
hitre meritve v formatu 96 meritev naenkrat v manj kot dveh urah (Šket in sod., 2017a, 
2017b).  
 
Večina organskega materiala se lahko oksidira do CO2 in vode s pomočjo močnega 
segrevanja ter ob prisotnosti dikromata in žveplove kisline. Pri tem se dikromat (Cr
6+
) 
reducira do kromata (Cr
3+
) po formuli (5), kar povzroči spremembo barve iz rumene v 




  +  6e
-
  +  14H
+
  →  2Cr
3+
  +  7H2O             …(5) 
 
Za kvantifikacijo koncentracij v vodi raztopljenega organskega ogljika lahko izmerimo 
absorbcijo pri valovni dolžini 420 nm in 600 nm. Znano je namreč, da kromov ion (Cr
3+
) 
močno absorbira svetlobo pri 600 nm, kjer pa dikromatni ion (Cr2O7
2-
) ne absorbira skoraj 
nič svetlobe. Obratno pa dikromatni ion močno absorbira svetlobo pri 420 nm, kromov ion 
pa ne (Hu in Grasso, 2005). 
 
Za ugotavljanje raztopljene organske snovi smo najprej pripravili reagent, ki je obstojen 
teden dni. Ločeno smo pripravili reagent 1 (R1) in reagent 2 (R2). Reagente in potem 
končni KPK reagent smo pripravljali v digestoriju z zaščitnimi očali in rokavicami. 
 
Reagent 1: 
1. 125 mL dH2O 
2. 2,554 g K2Cr2O7 
3. 41,75 mL koncentrirane H2SO4 
 
Sestavine smo po zapisanem vrstnem redu dodajali v 250 mL bučko in premešali. Na 
koncu smo z dH2O dopolnili do oznake 250 mL in dobro premešali. Bučko z reagentom 
smo ovili v folijo, da je bil reagent zaščiten pred svetlobo. 
 
Reagent 2: 
Ag2SO4 v prahu smo stresli v 500 mL bučko in dopolnili s H2SO4 do oznake. Tako smo 
dobili raztopino Ag2SO4 s koncentracijo 10 g/L. Bučko z reagentom smo ovili v folijo, da 
je bil reagent zaščiten pred svetlobo. 
 
V naslednji 250 mL bučki smo pripravili KPK reagent v razmerju R1:R2=3:7. Najprej smo 
v bučko prelili 75 mL R1 in dodajali R2, do končnega volumna 250 mL. Reagent R2 smo 
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dodajali postopoma, ker se ob dodatku R2 v R1 bučka močno segreje. Na koncu smo 
pripravljen KPK reagent dobro premešali, ovili v folijo in pustili čez noč, da se je ohladil. 
 
Odtajali smo blok s 50-kratno redčitvijo vzorca v vodni kopeli. Prenesli smo 50 μL 
vsakega vzorca v vialo, dodali 500 μL KPK reagenta, dobro zaprli in premešali. Viale smo 
postavili v temperaturno stabilno stojalo in inkubirali 40 minut v peči pri 135 °C. Po 
končani inkubaciji smo viale postavili na pult, dobro premešali in pustili, da se vzorci 
ohladijo. Nato smo vzorce prenesli v UV-VIS mikrotiterske plošče in s spektrofotometrom 
Bio-tek EL808 izmerili spekter pri valovni dolžini 450 nm in 630 nm (Šket in sod., 2017a, 
2017b; Zavec, 2015; Filipić, 2016).  
 
Po istem postopku smo v treh ponovitvah pripravili še umeritveno krivuljo z različnimi 
koncentracijami glukoze in določili KPK. 
 
3.4.8 Merjenje koncentracije redukcijskih sladkorjev 
 
Za merjenje redukcijskih sladkorjev smo uporabili metodo PAHBAH. 
 
V vodni kopeli smo odtajali 10-kratno redčitev naših vzorcev. Med tem smo pripravili 
umeritveno krivuljo iz različnih koncentracij glukoze.  
 
Pripravili smo še PAHBAH reagent. V 250 mL bučko smo postopoma dodajali: 
1. 112,5 mL dH2O 
2. 12,5 mL 5 M NaOH 
3. 12,5 mL 0,5 M Na-citrat 
4. 12,5 mL 1 M Na2SO4 
 
Bučko smo prestavili na mešalo in postopoma dodajali 12,5 mL 0,2 M CaCl2 in na koncu 
še 2,5 g PAHBAH. Ko je bil PAHBAH reagent homogeno zmešan, smo bučko dopolnili 
do oznake z dH2O in hitro nadaljevali z delom, saj je reagent obstojen le eno uro. 
 
Reagent PAHBAH smo po 1 mL razdelili v bloke za kuhanje in dodali 20 μL vsakega 
izmed vzorcev ter resuspendirali. Blok smo dobro zatesnili s pokrovčkom, da mešanica ni 
hlapela in kuhali v prej ogreti vodni kopeli 10 min pri 100 °C. Po kuhanju smo blok 
ohlajali v mrzli vodi in nato 200 μL vsakega izmed vzorcev prenesli v UV-VIS 
mikrotitersko ploščo in izmerili spekter pri valovni dolžini 405 nm na spektrofotometru 
Bio-tek EL808 (Šket in sod., 2017a, 2017b; Filipić, 2016). 
 
Enak postopek smo hkrati izvedli tudi na umeritveni krivulji iz različnih koncentracij 
glukoze ter huminskih kislin. 
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3.5 JEDRSKA MAGNETNA RESONANCA (NMR) 
 
Metaboliti so zelo raznolika skupina vmesnih in končnih produktov razgradnje hranil v 
prebavnem traktu. Med najpomembnejše metode sistemskega vpogleda v metabolite sodijo 
tekoča kromatografija-masna spektrometrija (LC-MS/MS), plinska kromatografija-masna 
spektrometrija (GC-MS) in jedrska magnetna resonanca (NMR) (Wishart in sod., 2016; Lu 
in sod., 2017). NMR ima pred ostalimi naslednje prednosti: hitrost, ponovljivost, 
kvantitativnost ter priprava brez obsežne predpriprave in derivatizacije vzorca. Iz vzorca je 
potrebno odstraniti vse trdne delce (centrifuiranje, filtracija) ter vzorec resuspendirati v 
primernem pufru (Vernocchi in sod., 2016). Nadalje NMR omogoča pridobivanje 
informacij o strukturi molekul, kar nam pomaga pri določevanju neznanih metabolitov. 
Med njene slabosti pa sodi nekoliko nižja občutljivost v primerjavi z MS (okoli 10 μM; 
faktor 5) ter kompleksna analiza posameznih metabolitov v zelo kompleksnih vzorcih (Lu 
in sod., 2017; Ravanbakhsh in sod., 2015), vendar imajo podobne omejitve vse današnje 
metabolomske tehnike.  
 
NMR deluje na osnovi obsevanja vzorca z magnetnimi valovi določene frekvence v 
statičnem magnetnem polju. Pri tem lahko atomska jedra v vzorcu absorbirajo valove ter 
preidejo v vzbujeno stanje. Ko se jedra kasneje vračajo v osnovno stanje pa oddajajo 
elektromagnetno valovanje, ki ga lahko izmerimo in ugotovimo, koliko energije so jedra 
oddala ter po kolikšnem času (Bingon in Brüschweiler, 2014). Najbolj občutljiva in široko 
uporabljena NMR metoda je enodimenzionalna (1D) 
1
H NMR, s pomočjo katere lahko 
dobimo ozke signale metabolitov. Vzorcu dodamo znano koncentracijo standarda, na 
podlagi katere lahko določimo koncentracije metabolitov v vzorcu (Bingon in 
Brüschweiler, 2014). Metaboliti so lahko nanizani na 0,1 ppm, posledično pa lahko 
pridobimo tudi signale, ki se med seboj prekrivajo. Kljub pomanjkljivostim pa lahko s 
pomočjo različnih podatkovnih baz in ujemanji pikov določimo vsakega izmed signalov. 
Napako lahko zmanjšamo tudi z 2D analizo vzorca ter mešanico standardov znanih 
koncentracij, s pomočjo katerih lahko dodatno identificiramo določene pike (Weljie in 
sod., 2006; Lu in sod., 2017). 
 
Za NMR analizo smo pripravili 210 μL vzorca in ga sušili, da smo dobili le suho snov. 
Posušenim vzorcem smo dodali 600 μL dH2O in dobro premešali. Nato smo dodali še 300 
μL fosfatnega pufra D2O in ponovno dobro premešali. Epice z vzorcem smo centrifugirali 
3 minute pri 9500 RPM, da smo dobili usedlino in supernatant. Slednjega smo filtrirali 
skozi filter z velikostjo por 0,20 μm (CHROMAFIL® Xtra H-PTFE-20/13) v epice z 
navojem, premešali in shranili v skrinji na -20 °C do meritev. Meritve smo izvedli na 
Kemijskem inštitutu, Nacionalni center za NMR spektroskopijo visoke ločljivosti. 
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3.6 STATISTIČNA ANALIZA 
 
Najprej smo podatke, pridobljene tekom laboratorijskih analiz uredili in posamezno 
analizirali v programu Microsoft Excel 2010. Nato smo podatke, pridobljene z 
laboratorijskimi analizami ter podatke iz NMR analize analizirali z multivariatno analizo v 
programu Past, verzija 2.17c (Hammer in sod., 2001). Pred analizo smo podatke 
transformirali z Box-Cox transformacijo, razen pH, ki je že desetiški logaritem vodikovih 
ionov v raztopini. Multivariatna analiza podatkov omogoča prikaz velikega nabora 
podatkov, ki se razporedijo v prostoru, vsaka spremenljivka pa predstavlja svojo 
dimenzijo. Dobimo sliko, ki nam prikazuje razpršenost podatkov oz. njihovo združevanje v 
skupine. S pomočjo takih analiz lahko predstavimo podatke vzdolž vnaprej določenega 
števila osi, ohranjamo pa razmerje med točkami (Hammer in sod., 2001; Borcard in sod., 
2011; Filipić, 2016). 
 
  
Slika 7: Jedrska magnetna resonanca, 600 MHz, 
Kemijski inštitut, Nacionalni center za NMR 
spektroskopijo visoke ločljivosti. 
Slika 6: Vzorec fecesa v epruveti pred 
analizo NMR. 
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3.6.1 Nemetrično več-dimenzionalno lestvičenje (NM-MDS) 
 
Za čim ustreznejši prikaz odnosov med vzorci in razlik med skupinami smo uporabili 
nemetrično več dimenzionalno lestvičenje ali NS-MDS (angl. nonmmetric 
multidimensional scaling), ki prikaže rezultate na čim manjšem številu osi. Metodo lahko 
uporabimo kljub manjkajočim vrednostim, ki jih kompenziramo z uporabo imputacije 
(uporaba povprečja določene skupine) (Hammer in sod., 2001; Borcard in sod., 2011). Da 
pridobimo rezultate z najmanjšo napetostjo (angl. Stress faktor), je potrebnih več 
naključnih zagonov analize s permutacijo. Za zanesljivost rezultatov je najbolje, če je 
napetost manjša kot 0,1, saj je zanesljivost rezultatov pri vrednostih, višjih od 0,2 
vprašljiva. Za prikaz rezultatov smo uporabili Evklidsko razdaljo, ki vsak parameter 
postavi v svojo os, posamezni rezultati pa se postavijo v večdimenzionalni prostor 
(Legendre in Legendre, 1998; Filipić, 2016). Drugih opravljenih analiz ne prikazujemo. 
 
3.6.2. NP-MANOVA analiza podatkov 
 
Ne-parametrični test MANOVA (NP-MANOVA, angl. Non-Parametric MANOVA) je 
metoda s katero lahko z merjenem razdalij testiramo razlike med dvema ali več skupinami. 
Metodo najpogosteje uporabljamo pri merjenju bioloških vzorcev, pomembno pa je, da so 
skupine med seboj primerljive in podobno velike. Skupine v preglednici pred testom 
primerno ločimo z različnimi barvami, na podlagi katerih program izračuna razlike med 
skupinami. Dobljene p-vrednosti lahko uredimo z Bonferroni korekcijo, ki pa je zelo 
konzervativna (dobimo visoke p-vrednosti). V primeru siginifikantnih razlik med 
skupinami se p-vrednost obarva roza, kar pomeni, da na podlagi podatkov obstaja razlika 
med izbranimi skupinami (Anderson, 2001; Šket in sod., 2017a, 2017b). 
 
Pred analizo NP-MANOVA smo podatke primerno transformirali, da so bile vrednosti 
različnih parametrov enakovredne. Uporabili smo logaritmiranje in Box-Cox 
tranformacijo. Izvedli smo multivariatno analizo NP-MANOVA in upoštevali Evklidsko 
razdaljo, ki vsak parameter postavi v svojo os, podatki preiskovancev pa se tako postavijo 
v nastali večdimenzionalni prostor. 
 
V analizo smo vključili parametre: vsebnost vode, steroli, trdota fecesa po bristolski 
lestvici, prebodna masa, pH, prevodnost, Sr, E2:E3, TSOC in RS (redukcijski sladkorji). 
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4.1 POPIS VZORCEV 
 
Pri projektu je sodelovalo 34 preiskovancev, zato bi načeloma lahko pridobili 408 vzorcev 
fecesa. Ker pa določeni preiskovanci iz različnih razlogov niso uspeli ali želeli vzorčiti, 
smo skupno tekom projekta uspeli pridobiti 252 vzorcev fecesa (61,5 %). V analize smo 
vključili vzorce tistih posameznikov, ki so pri določenem testu uspeli zbrati vzorce vseh 
šestih dni (tri dni pred ter tri dni po testu) ali pa jim manjka največ vzorec enega dneva 
(slika 8).  
 
 
Slika 8: Odstotek vzorcev glede na skupino preiskovancev. Grafično so predstavljeni odstotki vzorcev, ki 
pripadajo določeni skupini, v stolpcu pa so zapisana dejanska števila preiskovancev. 
 
Končne analize smo lahko opravili le na okoli polovici ciljanega števila vzorcev. Tekom 
projekta smo skupno pridobili 61,8 % predvidenih vzorcev fecesa, od tega smo jih 25 % 
naknadno izločili zaradi izbora ključa, po katerem smo kasneje dobili boljši vpogled v 
stanje metabolitov in mikrobnega okolja pri obeh skupinah preiskovancev. Glede na 
začetni izbor števila preiskovancev smo na koncu uporabili 46 % začetnega števila 
vzorcev. Pri predčasno rojeni skupini preiskovancev smo tako analizirali 42,5 % od 
začetnega zastavljenega števila vzorcev fecesa, pri pravočasno rojeni skupini 
preiskovancev pa 51,8 % vzorcev. Analizirali smo lahko vzorce enajstih preiskovancev iz 
skupine predčasno rojenih, od tega 7 preiskovancev, ki so uspeli prinesti primerno število 


























Vsi pridobljeni vzorci tekom
raziskave
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skupini donošenih preiskovancev smo analizirali vzorce devetih preiskovancev, od tega 7 
takih, ki sodelujejo v hipoksični in tudi v normoksični raziskavi. Po popisu vzorcev smo 
določili, da lahko analiziramo 102 vzorca fecesa pri predčasno rojenih preiskovancih in 87 
vzorcev fecesa pri normalno rojenih (Slika 8). 
 
4.2 MULTIVARIATNA ANALIZA 
 
Podatke smo razdelili na dva dela: 
 laboratorijske meritve fizikalno-kemijskih parametrov (vsebnost vode, steroli, 
trdota fecesa po bristolski lestvici, prebodna masa, pH, prevodnost, Sr, E2:E3, 
TSOC in RS), 
 NMR metaboliti. 
 
Oba seta podatkov smo analizirali ločeno ter združeno ter tako opravili tri ločene analize. 
Multivariatno analizo smo izvedli v programu Past, 2.17c. V analizi smo testirali osem 
skupin, kot je prikazano v preglednici 4. 
 
Preglednica 4: Razvrstitev podatkov v 8 skupin glede na preiskovano skupino, vrsto testa in čas vzorčenja. 
SKUPINA OKRAJŠANO DODELJENA 
BARVA 
Kontrola-Normoksija-Pred testom K-NO-PRED  
Kontrola-Normoksija-Po testu K-NO-PO  
Kontrola-Hipoksija-Pred testom K-HI-PRED  
Kontrola-Hipoksija-Po testu K-HI-PO  
Preterm-Normoksija-Pred testom P-NO-PRED  
Preterm-Normoksija-Po testu P-NO-PO  
Preterm-Hipoksija-Pred testom P-HI-PRED  
Preterm-Hipoksija-Po testu P-HI-PO  
 
Multivariatno analizo smo izvedli v štirih sklopih: 
 s podatki fizikalno-kemijskih parametrov, pridobljenih z laboratorijskimi 
analizami, 
 s podatki metabolitov, pridobljenih z analizo NMR, 
 s podatki fizikalno-kemijskih parametrov in metabolitov, pridobljnih z NMR 
analizo, 
 s podatki fizikalno-kemijskih parametrov in metabolitov s podatki preiskovancev 
ter eksperimentalnih parametrov. 
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4.2.1 Analiza fizikalno-kemijskih parametrov, pridobljenih z laboratorijskimi 
analizami 
 
Multivariatna analiza z NP-MANOVA je pokazala, da si skupine podatkov iz tega nabora 
niso signifikantno različne po korekciji za multiple primerjave (preglednica 5). Iz tega 
lahko sklepamo, da ni signifikantnih razlik med skupinami na relacijah: predčasno rojeni-
pravočasno rojeni, pred testom-po testu, hipoksični test-normoksični test. Iz istih podatkov 
smo izračunali 2D ordinacijo vzorcev z NM-MDS analizo fizikalno-kemijskih parametrov 
prebavnega trakta (vsebnost vode, steroli, trdota fecesa po bristolski lestvici, prebodna 
masa, pH, prevodnost, Sr, E2:E3, TSOC in RS). V analizo smo vključili tudi 
eksperimentalne parametre: zaporedna številka vzorca, skupina preiskovancev 
(preterm/kontrola), vrsta testa (normoksija/hipoksija), čas testiranja (pred testom/po testu) 
in dan testiranja (od 3 dni pred testom pa do 3 dni po testu) (slika 9). Vrednost faktorja 
napetosti je znašala 0,2061.  
 
Največ so k razpršenosti podatkov prispevali parametri: skupina preiskovancev (predčasno 
rojeni/normalno rojeni), zaporeda številka vzorca in vrsta testa (hipoksija/normoksija).  
 
V skupini predčasno rojenih preiskovancev smo testirali 44 vzorcev iz normoksičnih 
pogojev ter 58 iz hipoksičnih pogojev. Iz skupine normalno rojenih preiskovancev smo 
testirali 44 vzorcev iz normoksičnih pogojev ter 43 iz hipoksičnih pogojev. Uporabili smo 
rezultate desetih meritev iz laboratorijskih analiz (vsebnost vode, steroli, pH, prevodnost, 
trdota po bristolski lestvici, prebodna masa, Sr, E2:E3, skupna koncentracija raztopljenega 
organskega ogljika (TSOC) in koncentracija redukcijskih sladkorjev (RS)). 
 



















0 0,063 0,045 0,011 0,274 0,051 0,026 0,025 
K-NO-PO 0,063 0 0,601 0,382 0,327 0,660 0,894 0,976 
K-HI-
PRED 
0,045 0,601 0 0,473 0,161 0,207 0,403 0,590 
K-HI-PO 0,011 0,382 0,473 0 0,053 0,126 0,321 0,419 
P-NO-
PRED 
0,274 0,327 0,161 0,053 0 0,488 0,337 0,232 
P-NO-PO 0,051 0,660 0,207 0,126 0,488 0 0,829 0,642 
P-HI- 
PRED 
0,026 0,894 0,403 0,321 0,337 0,829 0 0,961 
P-HI-PO 0,025 0,976 0,590 0,419 0,232 0,642 0,961 0 
 
K-NO-PRED: kontrolna skupina-normoksični test-pred testom. K-NO-PO: kontrolna skupina-normoksični 
test-po testu. K-HI-PRED: kontrolna skupina-hipoksični test-pred testom. K-HI-PO: kontrolna skupina-
hipoksični test-po testu. P-NO-PRED: preterm skupina-normoksični test-pred testom. P-NO-PO: preterm 
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skupina-normoksični test-po testu. P-HI-PRED: preterm skupina-hipoksični test-pred testom. P-HI-PO: 
preterm skupina-hipoksični test-po testu. 
Slika 9: Ordinacijska NM-MDS analiza fizikalno-kemijskih parametrov, pridobljenih z laboratorijskimi 
analizami. 
SampleN- zaporedna številka vzorca (od 001 do 191). Day123456- dan vzorčenja za vsako vrsto testa: 
1=3dni pred testom, 2=2 dni pred testom, 3=en dan pred testom, 4=en dan po testu, 5=dva dni po testu, 6=3 
dni po testu. Test(2hypo/1Nox)- vrsta testa: 1=normoksija, 2=hipoksija. Group2preT/1TControl- skupina 
preiskovancev: 1=kontrolna skupina (pravočasno rojeni preiskovanci), 2=predčasno rojeni preiskovanci. 
1pre/2post- čas vzorčenja glede na test: 1=pred testom, 2=po testu. RanVar- naključna spremenljivka, ki v 
analizi služi kot kontrola. 
 
4.2.2 Analiza metabolitov, pridobljenih z analizo NMR 
 
Fizikalno-kemijski opis prebavnega trakta smo nadgradili z multivariatno analizo 
metabolomskih podatkov iz NMR z NP-MANOVA. V analizo smo vključili metabolite, 
značilne za humani metabolom, opisane v Human Metabolome Database. V analizo smo 
vključili 310 metabolitov. Multivariatna analiza z NP-MANOVA je pokazala, da si 
skupine podatkov iz tega drugega nabora metabolomskih podatkov niso signifikantno 
različne po korekciji za multiple primerjave (preglednica 6). Iz tega lahko sklepamo, da ni 
signifikantnih razlik med skupinami metabolitov na relacijah: predčasno rojeni-pravočasno 
rojeni, pred testom-po testu, hipoksični test-normoksični test. Iz istih podatkov smo 
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izračunali 2D ordinacijo vzorcev z NM-MDS analizo metabolitov parametrov prebavnega 
trakta (vsebnost vode, steroli, trdota fecesa po bristolski lestvici, prebodna masa, pH, 
prevodnost, Sr, E2:E3, TSOC in RS). V analizo smo vključili tudi eksperimentalne 
parametre: zaporedna številka vzorca, skupina preiskovancev (preterm/kontrola), vrsta 
testa (normoksija/hipoksija), čas testiranja (pred testom/po testu) in dan testiranja (od 3 dni 
pred testom pa do 3 dni po testu) (slika 10). Vrednost faktorja napetosti je znašala 0,37. 
 
Največ so k razpršenosti podatkov pripevali parametri: skupina preiskovancev (predčasno 
rojeni/normalno rojeni), zaporedna številka vzorca ter vrsta testa (hipoksija/normoksija). 
 
V skupini predčasno rojenih preiskovancev smo testirali 44 vzorcev iz normoksičnih 
pogojev ter 56 iz hipoksičnih pogojev. Iz skupine normalno rojenih preiskovancev smo 
testirali 43 vzorcev iz normoksičnih pogojev ter 40 iz hipoksičnih pogojev. Uporabili smo 
rezultate 310 metabolitov, pridobljenih z NMR analizo. Kot vrednosti neopravljenih 
meritev smo upoštevali povprečne vrednosti preiskovane skupine in so predstavljale manj 
kot 0,5 % vseh podatkov. 
 
Podatke metabolitov smo predstavili še grafično in sicer z NM-MDS analizo. Vključili 
smo eksperimentalne parametre: oznaka vzorca, skupina preiskovancev (preterm/kontrola), 
vrsta testa (normoksija/hipoksija), čas testiranja (pred testom/po testu) in dan testiranja (od 
3 dni pred testom pa do 3 dni po testu). V analizo smo vključili 310 metabolitov, ki so 
prisotni v humanem metabolomu. 
 


















0 0,778 0,178 0,010 0,028 0,082 0,175 0,023 
K-NO-PO 0,778 0 0,393 0,098 0,030 0,084 0,230 0,109 
K-HI-
PRED 
0,178 0,393 0 0,058 0,027 0,052 0,603 0,142 
K-HI-PO 0,010 0,098 0,058 0 0,005 0,010 0,039 0,082 
P-NO-
PRED 
0,028 0,030 0,027 0,005 0 0,955 0,337 0,427 
P-NO-PO 0,082 0,084 0,052 0,010 0,955 0 0,453 0,397 
P-HI- 
PRED 
0,175 0,230 0,603 0,039 0,337 0,453 0 0,499 
P-HI-PO 0,023 0,109 0,142 0,082 0,427 0,397 0,499 0 
 
K-NO-PRED: kontrolna skupina-normoksični test-pred testom. K-NO-PO: kontrolna skupina-normoksični 
test-po testu. K-HI-PRED: kontrolna skupina-hipoksični test-pred testom. K-HI-PO: kontrolna skupina-
hipoksični test-po testu. P-NO-PRED: preterm skupina-normoksični test-pred testom. P-NO-PO: preterm 
skupina-normoksični test-po testu. P-HI-PRED: preterm skupina-hipoksični test-pred testom. P-HI-PO: 
preterm skupina-hipoksični test-po testu. 
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Slika 10: Ordinacijska NM-MDS analiza metabolitov, pridobljenih z NMR analizo.  
SampleN- zaporedna številka vzorca (od 001 do 191). Day123456- dan vzorčenja za vsako vrsto testa: 
1=3dni pred testom, 2=2 dni pred testom, 3=en dan pred testom, 4=en dan po testu, 5=dva dni po testu, 6=3 
dni po testu. Test(2hypo/1Nox)- vrsta testa: 1=normoksija, 2=hipoksija. Group2preT/1TControl- skupina 
preiskovancev: 1=kontrolna skupina (pravočasno rojeni preiskovanci), 2=predčasno rojeni preiskovanci. 
1pre/2post- čas vzorčenja glede na test: 1=pred testom, 2=po testu. RanVar- naključna spremenljivka, ki v 
analizi služi kot kontrola. 
 
4.2.3 Skupna analiza laboratorijsko pridobljenih fizikalno-kemijskih parametrov in 
metabolitov, pridobljenih z NMR analizo 
 
Podatke iz ločenih analiz fizikalno-kemijskih parametrov prebavnega trakta ter fekalnih 
metabolitov z 
1
H-NMR smo združili in opravili skupno analizo z NP-MANOVA ter NM-
MDS. V analizo smo tako vključili 310 metabolitov ter 10 fizikalno-kemijskih parametrov 
(vsebnost vode, steroli, trdota fecesa po bristolski lestvici, prebodna masa, pH, prevodnost, 
Sr, E2:E3, TSOC in RS).  
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Multivariatna analiza z NP-MANOVA je pokazala, da si skupine podatkov iz tega tretjega 
nabora podatkov niso signifikantno različne po korekciji za multiple primerjave 
(preglednica 7). Iz tega lahko sklepamo, da ni signifikantnih razlik med skupinami 
sistemskih stanj fizikalno-kemijskih parametrov ter fekalnih metabolitov na relacijah: 
predčasno rojeni-pravočasno rojeni, pred testom-po testu, hipoksični test-normoksični test. 
 
Iz istih podatkov smo izračunali 2D ordinacijo vzorcev z NM-MDS analizo metabolitov in 
parametrov prebavnega trakta (vsebnost vode, steroli, trdota fecesa po bristolski lestvici, 
prebodna masa, pH, prevodnost, Sr, E2:E3, TSOC in RS). V analizo smo vključili tudi 
eksperimentalne parametre: zaporedna oznaka vzorca, skupina preiskovancev 
(preterm/kontrola), vrsta testa (normoksija/hipoksija), čas testiranja (pred testom/po testu) 
in dan testiranja (od 3 dni pred testom pa do 3 dni po testu).  
 
Za združene podatke smo izračunali 2D ordinacijo z NM-MDS. Vključili smo 
eksperimentalne parametre: oznaka vzorca, skupina preiskovancev (preterm/kontrola), 
vrsta testa (normoksija/hipoksija), čas testiranja (pred testom/po testu) in dan testiranja (od 
3 dni pred testom pa do 3 dni po testu) (slika 11). Vrednost faktorja napetosti je znašala 
0,2127. 
 
Največ so k razpršenosti podatkov pripevala parametra zaporedna številka vzorca in vrsta 
testa (hipoksija/normoksija). 
 
V skupini predčasno rojenih preiskovancev smo testirali 44 vzorcev iz normoksičnih 
pogojev ter 56 iz hipoksičnih pogojev. Iz skupine normalno rojenih preiskovancev smo 
testirali 43 vzorcev iz normoksičnih pogojev ter 40 iz hipoksičnih pogojev. Uporabili smo 
rezultate 310 metabolitov, pridobljenih z NMR analizo ter 10 meritev iz laboratorijskih 
analiz (vsebnost vode, sterolov, pH, prevodnost, trdota po bristolski lestvici, prebodna 
masa, Sr, E2:E3, skupno koncentracija raztopljenega organskega ogljika (TSOC) in 
koncentracija redukcijskih sladkorjev). Kot vrednosti neopravljenih meritev smo 
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Preglednica 7: NP-MANOVA analiza laboratorijsko pridobljenih fizikalno-kemijskih parametrov ter 
















0 0,063 0,045 0,011 0,273 0,050 0,026 0,025 
K-NO-PO 0,063 0 0,600 0,381 0,324 0,657 0,892 0,972 
K-HI-
PRED 
0,045 0,600 0 0,471 0,161 0,206 0,404 0,588 
K-HI-PO 0,011 0,381 0,471 0 0,052 0,125 0,319 0,418 
P-NO-
PRED 
0,273 0,324 0,161 0,052 0 0,490 0,337 0,233 
P-NO-PO 0,050 0,657 0,206 0,125 0,490 0 0,829 0,641 
P-HI- 
PRED 
0,026 0,892 0,404 0,319 0,337 0,829 0 0,961 
P-HI-PO 0,025 0,972 0,588 0,418 0,233 0,641 0,961 0 
 
K-NO-PRED: kontrolna skupina-normoksični test-pred testom. K-NO-PO: kontrolna skupina-normoksični 
test-po testu. K-HI-PRED: kontrolna skupina-hipoksični test-pred testom. K-HI-PO: kontrolna skupina-
hipoksični test-po testu. P-NO-PRED: preterm skupina-normoksični test-pred testom. P-NO-PO: preterm 
skupina-normoksični test-po testu. P-HI-PRED: preterm skupina-hipoksični test-pred testom. P-HI-PO: 
preterm skupina-hipoksični test-po testu. 
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Slika 11: Ordinacijska NM-MDS analiza metabolitov, pridobljenih z NMR analizo in laboratorijsko 
pridobljenih fizikalno-kemijskih parametrov vseh preiskovancev. 
 
SampleN- zaporedna številka vzorca (od 001 do 191). Day123456- dan vzorčenja za vsako vrsto testa: 
1=3dni pred testom, 2=2 dni pred testom, 3=en dan pred testom, 4=en dan po testu, 5=dva dni po testu, 6=3 
dni po testu. Test(2hypo/1Nox)- vrsta testa: 1=normoksija, 2=hipoksija. Group2preT/1TControl- skupina 
preiskovancev: 1=kontrolna skupina (pravočasno rojeni preiskovanci), 2=predčasno rojeni preiskovanci. 
1pre/2post- čas vzorčenja glede na test: 1=pred testom, 2=po testu. RanVar- naključna spremenljivka, ki v 
analizi služi kot kontrola. 
 
4.2.4 Skupna analiza fizikalno-kemijskih parametrov ter metabolitov s podatki 
preiskovancev ter eksperimentalnih parametrov 
 
Na koncu smo naredili še četrto multivariatno analizo NM-MDS z naborom tako fizikalno-
kemijskih parametrov in metabolitov s parametri eksperimentov ter lastnostmi 
preiskovancev: starost, telesna teža, telesna višina, gestacijska teža ter gestacijska starost v 
40 
Konda S. Spremembe metabolitov in mikrobnega okolja v prebavilih pred in po hipoksični obremenitvi. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
tednih. Namen te analize je bil ugotoviti, kateri parametri imajo večji vpliv na razpršenost 
fizikalno-kemijskih parametrov ter 
1
H-NMR metabolitov. Podobno kot do sedaj, so imeli 
na razpršenost metabolnih in okoljskih parametrov največji vpliv zaporedna številka 
vzorca, teža preiskovancev ter vrsta testa. Ostali parametri so imeli majhne in med seboj 
bolj korelirane vplive (slika 12). 
 
 
Slika 12: Ordinacijska NM-MDS analiza metabolitov, pridobljenih z NMR analizo in laboratorijsko 
pridobljenih fizikalno-kemijskih parametrov vseh preiskovancev z dodatnim naborom eksperimentalnih 
parametrov.  
SampleN- zaporedna številka vzorca (od 001 do 191). Day123456- dan vzorčenja za vsako vrsto testa: 
1=3dni pred testom, 2=2 dni pred testom, 3=en dan pred testom, 4=en dan po testu, 5=dva dni po testu, 6=3 
dni po testu. Test(2hypo/1Nox)- vrsta testa: 1=normoksija, 2=hipoksija. Group2preT/1TControl- skupina 
preiskovancev: 1=kontrolna skupina (pravočasno rojeni preiskovanci), 2=predčasno rojeni preiskovanci. 
1pre/2post- čas vzorčenja glede na test: 1=pred testom, 2=po testu. RanVar- naključna spremenljivka, ki v 
analizi služi kot kontrola. Starost- starost preiskovanca ob začetku testiranj. Teža- telesna teža preiskovancev 
ob začetku testiranj. Višina- telesna višina preiskovancev ob začetku testiranj. Gest. teža-  gestacijska teža 
preiskovancev. Gest. starost- gestacijska starost preiskovancev. 
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Raziskave na področju predčasno rojenih otrok in odraslih posameznikov so vedno 
pogostejše, saj se znanstveniki zavedajo zapletov, ki se lahko razvijejo tekom razvoja 
predčasno rojenih otrok. Zelo pogoste so duševne in vedenjske težave, ki lahko vztrajajo 
tudi, ko odrastejo. V primerjavi z normalno rojenimi so predčasno rojeni pogosto manj 
družabni, bolj sramežljivi in občutljivi na zunanje dejavnike (RECAP preterm, 2017). 
 
Znanstveniki iz vseh področij vedno več pozornosti posvečajo predčasno rojenim ter 
njihovim odzivom na vsakodnevne dejavnike. V ta namen so ustanovili tudi združenje 
RECAP preterm cohort platform, kjer bodo združili raziskave o predčasno rojenih iz vsaj 
13 evropskih držav, v raziskave pa bodo vključili organizacije in posamezne raziskovalce 
iz različnih znanstvenih področij: pediatrije, psihologije, izobraževalnih ustanov, 
ekonomije idr. Prav tako bodo v raziskave vključili mnenja predčasno rojenih 
preiskovancev kot tudi njihovih staršev. V projekt H2020 (traja od 1. 1. 2017 do 31. 3. 
2021) so vključene raziskave, ki spremljajo življenje predčasno rojenih otrok od rojstva pa 
vse do njihove popolne odraslosti iz različnih držav in različnih pogojev testiranja. Cilj 
raziskave je izboljšati zdravje predčasno rojenih posameznikov, njihov razvoj in kakovost 
življenja. Tako bomo lahko z združenimi rezultati večjega števila raziskav pridobili bolj 
verodostojne rezultate, posledično pa tudi boljši vpogled v odzive predčasno rojenih na 
okoljske dejavnike ter predvideli situacije, kjer je tveganje za zdravje predčasno rojenih 
večje (RECAP preterm, 2017).  
 
Raziskavo, podobno naši, so izvedli tudi Farrell in sod. (2015), kjer so spremljali odziv v 
hipoksiji in normoksiji pri 14 predčasno in 16 pravočasno rojenih preiskovancih in sicer v 
mirovanju in telesni aktivnosti. Njihovi rezultati so pokazali, da je učinkovitost izmenjave 
pljučnih plinov pri telesnem naporu nižja pri predčasno rojenih preiskovancih, kot pri 
normalno rojenih. Prav tako predčasno rojeni preiskovanci izdihnejo zrak z manjšo močjo 
kot normalno rojeni. Z rezultati raziskave so tako pokazali, da ima lahko predčasno rojstvo 
poleg ostalih medicinskih posledic tudi vpliv na pljučno kapaciteto. Rezultate fizioloških 
opažanja iz ARRS projekta PreTerm analizirajo kolegi na strani Medicinske fakultete, 
Instituta Jožef Stefan ter Fakultete za šport, in jih v tem trenutku še ne moremo primerjati z 
ugotovitvami iz literature. Našo raziskavo preiskovancev na fiziološkem nivoju smo 
nadgradili z analiziranjem metabolitov v fecesu, da bi lahko dokazali tudi vpliv 
hipoksičnih pogojev na tvorbo metabolitov in spremembo mikrobnega okolja v črevesju 
preiskovancev. 
 
Delo v sklopu projekta PreTerm, ki je predstavljal izvor vzorcev, analitskih tehnik, 
fizioloških meritev ter drugih podatkov za magistrsko delo pomeni, da je pričujoče 
magistrsko delo sestavljeno iz več sklopov. Najprej smo s preiskovanci opravili hipoksične 
in normoksične teste ter poskrbeli, da so dnevno vzorčili feces in urin. Potem smo zbrali in 
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popisali vzorce ter jih razporedili in pripravili kot podvzorce za vse analize. Nato so sledile 
laboratorijske analize, s katerimi smo pridobili podatke fizikalno-kemijskih parametrov iz 
fecesa. Slednje smo najprej preliminarno univariatno obdelali. Ker iz nadaljnjih 
multivariatnih analiz izmerjenega nabora parametrov nismo razbrali opaznih razlik med 
preiskovanimi skupinami, smo se odločili še za poglobljeno metabolomsko analizo 
vzorcev z 
1
H NMR. Po pridobljenih rezultatih smo se odločili za integrirano multivariatno 
analizo vseh zbranih podatkov v programu Past. 
 
Pridelali smo relativno velik odstop (angl. dropout rate) zbranih vzorcev fecesa, kar pa 
smo tudi pričakovali glede na naravo raziskave, čeprav samih odstopov znotraj projekta ni 
bilo. To opažanje je že samo po sebi zanimivo, saj kaže na sociološki fenomen zbiranja 
vzorcev (feces, urin), relevantnih za to raziskavo. Tudi znanstveniki iz drugih raziskav 
poročajo o večjih odstopih preiskovancev iz kliničnih raziskav, tudi nad 30 %. Ugotovili 
so, da na izpad preiskovancev iz različnih testiranj vpliva predvsem večja obremenitev in 
neprijetne zahteve tekom testiranj (Alexander, 2013; National Research Council, 2010). V 
našem primeru so morali preiskovanci projektu nameniti 2 cela dneva v razmiku vsaj šestih 
dni, 3 dni pred in po vsakem testu pa so morali vzorčiti feces in urin ter ju primerno 
označiti in shraniti. Slednje predstavlja preiskovancem velik napor in nelagodje, zaradi 
česar smo tudi pričakovali odstop preiskovancev od vzorčenja. Glede na to, da je bilo 
zbiranje fecesa in urina ločeno od samih testiranj, so lahko preiskovanci po dogovoru »a-
priori« odklonili sodelovanje v našem delu raziskav. Vzporedno s prvim razlogom, pa je na 
večji odstop vplival tudi življenjski slog nekaterih sicer sodelujočih preiskovancev, saj 
določeni zaradi različnih potovanj in športnih udejstvovanj primernega vzorčenja in 
shranjevanja vzorcev niso mogli izvesti. Prav tako je za uspešen zaključek raziskave 
pomembno tudi, da pred samim testiranjem posvetimo veliko pozornosti samemu izboru 
preiskovancev in tako zmanjšamo vmesen odstop preiskovancev. Kljub temu smo pridobili 
zadostno število vzorcev (189 analiziranih vzorcev fecesa, 10 fizikalno-kemijskih 
parametrov, pridobljenih z laboratorijskimi analizami ter 310 metabolitov, pridobljenih z 
analizo NMR) za reprezentativno analizo tako glede na testno skupino kot tudi glede na 
vrsto testa. 
 
Za multivariatne analize v programu Past smo vzorce najprej razvrstili v 8 skupin glede na 
čas rojstva, vrsto testa in čas vzorčenja glede na test. Pridobili smo 8 enakovrednih skupin, 
ki smo jih označili z različnimi barvami (preglednica 4). Le-te kasneje v slikah prikazujejo 
rezultate posamezne skupine. 
 
Iz NP-MANOVA analize fizikalno-kemijskih parametrov smo ugotovili, da med testnima 
skupinama ni statistično značilnih razlik. Iz rezultatov lahko torej sklepamo, da so si 
fizikalno-kemijski parametri v fecesu tako pri predčasno kot tudi pri normalno rojenih 
preiskovancih na nivoju skupine podobni (preglednica 5). Tudi s pomočjo slike 9, ki 
predstavlja NM-MDS analizo fizikalno-kemijskih parametrov lahko pridemo do enakega 
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zaključka. Ploskve, ki predstavljajo različne skupine se v večji meri prekrivajo, kar 
pomeni, da so si podatki med seboj podobni in med njimi ni večjih in tudi ne statistično 
značilnih razlik, kar potrjujejo tudi statistične analize (NP-MANOVA). Iz rezultatov torej 
sklepamo, da na fizikalno-kemijske parametre ne vplivajo parametri, kot so čas rojstva ali 
izpostavljanje stresnim razmeram, kot je hipoksija. Kljub temu, da se telo na takšne stresne 
razmere odzove neposredno z glavobolom, slabostjo idr. (Osredkar, 2016) pa mikrobno 
okolje v prebavilih očitno ostaja relativno nespremenjeno, oziroma so razlike manjše od 
razlik med preiskovanimi skupinami. Posledično rezultati pričujoče študije kažejo na 
upornost mikrobnega sistema in intestinalnega okolja na različne stresne dejavnike, kar 
lahko razložimo z zagotavljanjem dolgoročnega preživetja tako gostitelja kot mikrobiote. 
 
Vpliv eksperimentalnih parametrov na raztros podatkov nam pove dolžina in usmerjenost 
vektorjev na sredini slike. Iz slike 9 lahko sklepamo, da na raztros podatkov in razlike med 
skupinami najbolj vpliva številka vzorca (SampleN) ter vrsta testa (Test(2hypo/1Nox)). 
Ostali parametri imajo podobne dolžine vektorjev, kar pomeni, da imajo na razpršenost 
podatkov podoben vpliv. Dodatno smo za kontrolo dodali še naključno število (vektor 
RanVar), ki nam pove, kako na raztros podatkov vpliva neodvisen in popolnoma naključen 
parameter. Ugotovimo, da ima na raztros podatkov minimalen vpliv. To kaže, da za 
opaženi raztros merjenih parametrov (okolje, metaboliti) obstajajo še druge spremenljivke, 
ki bi jih, poleg eksperimentalnih parametrov in osnovnih lastnosti preiskovancev, lahko 
vključili v raziskavo vzorcev. To odpira zanimiv premislek, na katere parametre bi morali 
usmeriti preiskave v prihodnosti. 
 
Pričakovano lahko zaključimo, da se fizikalno-kemijski parametri v fecesu ljudi ne 
spreminjajo ob kratkotrajnih dražljajih iz okolja in da se ne razlikujejo glede na zastavljene 
eksperimentalne parametre. Mikrobiota prebavnega trakta se v prvem letu po rojstvu 
najbolj spreminja in bi pri analizi fecesa dojenčkov lahko zaznali razlike v fizikalno-
kemijskih parametrih (Koenig in sod., 2011; Bull in Plummer, 2014), rezultati naše 
raziskave pa potrjujejo, da se pri zdravih in telesno aktivnih odraslih posameznikih 
mikrobno okolje in nabor metabolitov ne spreminja bistveno ob krajših dražljajih iz okolja 
in posledično ne moremo zaznati večjih razlik med preiskovanci.  
 
Ker bi lahko imel nabor fizikalno-kemijskih parametrov, ki smo jih pridobili z različnimi 
laboratorijskimi tehnikami premajhno ločljivost, smo analizo NP-MANOVA in NM-MDS 
ponovili na podatkih metabolitov, pridobljenih z 
1
H-NMR analizo. S pomočjo podatkov v 
preglednici 6 lahko pridemo do enakih zaključkov kot s pomočjo analize fizikalno-
kemijskih parametrov iz preglednice 5. Ugotovimo, da kljub mnogo večjemu naboru 
podatkov (v prvem primeru jih je bilo 10, v primeru 
1
H-NMR analize pa 310), med 
testnimi skupinami ni signifikantnih razlik. Rezultati se tudi ne spremenijo, v kolikor se 
omejimo na zgolj 30 najbolj zastopanih metabolitov. Do enakega zaključka pridemo z 
analizo slike 10, ki prikazuje NM-MDS analizo metabolitov. Vidimo, da se ploskve 
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različnih skupin večinoma prekrivajo, izstopajo le posamezne vrednosti znotraj skupin. Na 
raztros podatkov zopet najbolj vpliva številka vzorca (vektor SampleN) in vrsta testa 
(Test(2hypo/1Nox)) kot pri fizikalno-kemijskih parametrih. Vektor RanVar, ki predstavlja 
naključno spremenljivko je relativno majhen, kar pomeni, da na raztros podatkov neka 
naključna spremenljivka nima bistvenega vpliva. To kaže, da za opaženi raztros merjenih 
parametrov (okolje, metaboliti) obstajajo še druge spremenljivke, ki bi jih lahko izmerili, 
poleg eksperimentalnih parametrov in osnovnih lastnosti preiskovancev.  
 
Iz NM-MDS in NP-MANOVA analiz metabolitov iz fecesa preiskovancev tako sklepamo, 
da kljub visoki občutljivosti metode 
1
H-NMR v primerjavi z laboratorijskimi tehnikami ne 
zaznamo bistvenih razlik med preiskovanima skupinama. 
 
Podatke fizikalno-kemijskih parametrov in metabolitov smo zato združili in ponovili NP-
MANOVA in NM-MDS analizi. Iz preglednice 7 vidimo, da med preiskovanimi 
skupinami kljub združenim podatkom ni signifikantnih razlik. Prav tako iz ordinacijske 
NM-MDS analize združenih podatkov ne zaznamo bistvenih razlik med skupinami (slika 
11). Na raztros podatkov tudi tukaj najbolj vpliva številka vzorca (vektor SampleN) in 
vrsta testa (vektor Test(2hypo/1Nox)). Ostali parametri na raztros podatkov vplivajo 
podobno. Združena analiza nam pokaže, da sta informaciji v obeh setih podatkov 
usmerjeni v isto smer. Obe tudi neodvisno kažeta, da na tem nivoju med preiskovanima 
skupinama ni statistično značilnih razlik. 
 
Ker nas je zanimalo, kateri eksperimentalni parameter najbolj vpliva na raztros podatkov, 
smo dodatno v test vključili še nekatere podatke preiskovancev, ki bi nam lahko pomagali 
pojasniti omenjeni raztros. Dodatno smo vključili še starost, težo in višino preiskovancev 
ob začetku testiranj ter gestacijsko težo in starost. V prejšnjih raziskavah (Saigal in Doyle, 
2008) smo namreč zasledili, da bi lahko ravno gestacijska starost in teža vplivali na 
pogostost respiratornih težav (posledično tudi težav pri višinski aklimatizaciji) predčasno 
rojenih posameznikov. Pri nižji gestacijski starosti se nekateri organi še niso popolnoma 
razvili, kar povečuje verjetnost za kasnejše zdravstvene težave in zaplete (Saigal in Doyle, 
2008; Platt, 2014). Po NM-MDS analizi (slika 12) lahko vidimo, da na raztros podatkov še 
vedno v največji meri vplivata številka vzorca (SampleN) in vrsta testa 
(Test(2hypo/1Nox)). Med novo pridobljenimi parametri najbolj izstopa teža preiskovancev 
(Teža). Ostali eksperimentalni parametri imajo približno enakovreden vpliv na raztros 
skupnih podatkov. 
 
Klub temu, da raziskave potrjujejo, da imajo predčasno rojeni večje težave z višinsko 
aklimatizacijo (Osredkar, 2016) pa z analizo fecesa predčasno rojenih in normalno rojenih 
preiskovancev tega ne moremo potrditi. Glede na vse pridobljene rezultate lahko torej 
sklepamo, da je človeški prebavni trakt zelo kompleksen sistem, na katerega z manjšimi in 
kratkotrajnimi dražljaji iz okolja (hipoksija, aktivnost) bistveno ne vplivamo. V 
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komplementani študiji PlanHab (Debevec in sod., 2014a, 2014b; Šket in sod. 2017a, 
2017b) so pokazali, da do statistično značilnih razlik na nivoju metabolitov ne pride niti po 
treh tednih mirovanja, hipoksije, aktivnosti, spremenijo pa se nekateri specifični mikrobni 
metaboliti (npr. indol). Tekom raziskave so zaznali povečano zaprtost preiskovancev, kar 
je najverjetneje posledica mirovanja. Dodaten faktor, ki lahko vpliva na sestavo 
intestinalnih metabolitov je prehrana, ki pa je bila v projektu PlanHab tipizirana za vse 
zdrave preiskovance, v pričujočem projektu PreTerm pa so preiskovanci (kontrolna in 
eksperimentalna skupina) hrano izbirali po lastni presoji in potrebah. Navkljub tipizirani 
prehrani v projektu PlanHab in daljšemu trajanju, pa razlik na nivoju intestinalnih 
metabolitov med zdravimi preiskovanci niso mogli potrditi Predpostavljamo, da 
presenetljivo, sestava diete ne vpliva na nabor intestinalnih metabolitov. 
 
Potrdimo lahko tudi rezultate raziskave Eckburga in sod. iz leta 2005, da se pri zdravih 
posameznikih sestava metabolitov ne spreminja bistveno. V omenjeni raziskavi so namreč 
dokazali, da so večje razlike v mikrobnih metabolitih med različnimi preiskovanci kot pri 
izbranem preiskovancu skozi čas. To nam predstavlja še eno možnost nadaljnjih analiz na 
tem področju. 
 
V naši študiji smo dokazali, da se pogoji v črevesju ne spreminjajo ob kratkotrajni 
izpostavitvi preiskovancev hipoksiji v primerjavi z normoksijo. Z rezultati ne moremo 
zavreči zastavljene hipoteze pred začetkom raziskave, da pred obremenitvenimi testi in po 
njih ne pričakujemo razlik v stanju metabolitov med predčasno in normalno rojenimi 
preiskovanci. To ugotovitev podpiramo s premislekom, da je človeško telo preživelo 
mnoge evolucijske pritiske in se skozi selekcijo razvijalo v smeri, da bi se ohranila 
metabolna stabilnost na dolgi rok, kar preprečuje tudi razvoj različnih patogenov ter 
njihovih toksičnih produktov ter negativnih interakcij z gostiteljem (sfingolipidi, LPS, 
peptidoglikan, izčrpavanje s hemolizo) (Conlon in Bird, 2015; Madigan in sod., 2008; 
Eckburg in sod., 2005; Bull in Plummer, 2014). Zato smo že pred raziskavo sklepali, da 
kratkotrajna sprememba kisika in aktivnosti v okolju preiskovancev ne more predstavljati 
pomembnega dejavnika ter bistveno vplivati na fizikalno-kemijske parametre znotraj 
prebavnega trakta ter na količino sintetiziranih lastnih in mikrobnih metabolitov.  
 
Wandro in sod. (2017) so analizirali 77 vzorcev fecesa predčasno rojenih dojenčkov, med 
katerimi je bilo 21 zdravih, trije so imeli nekrotizirajoči enterokolitis, 9 pa jih je imelo 
sepso. Skoraj vsi novorojenčki so tekom vzorčenja prejemali antibiotike (večinoma 
ampicilin in gentamicin). S PERMANOVA analizo so dokazali, da ni statističnih razlik 
med metaboliti nedonošenčkov z nekrotizirajočim eneterokolitisom v primerjavi z 
zdravimi novorojenčki. Prav tako naj bi se profil metabolitov spreminjal skozi čas vendar 
je bil še vedno zelo značilen za vsakega novorojenčka posebej (razlog tiči v razvoju 
črevesne mikrobiote pri novorojenčkih ter prilagajanju na prehrano). Ugotovili so tudi, da 
vzorci fecesa z enako bakterijsko sestavo nimajo tudi enakega profila metabolitov. 
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Ugotovitev te raziskave korelira z našo, saj smo oboji prišli do končnega sklepa, da so 
metaboliti zelo pomemben produkt tako našega kot tudi bakterijskega metabolizma. Oboji 
lahko trdimo, da kljub stresnim situacijam (v našem primeru hipoksija, v primeru Wandro 
in sod. (2017) pa bolezensko stanje) metaboliti v črevesju nastajajo v podobnem obsegu ter 
da na njihova izmerjena razmerja v prebavilih težko vplivamo. Vsekakor to odpira 
vprašanje o tem, kako velike morajo biti spremembe v parametrih okolja, da se mikrobni 
metabolizem spremeni in trajno iztiri (Lozupone in sod., 2012). 
 
Vse bolj pomemben vidik pa postaja merjenje dejanske in-situ hitrosti nastajanja ter 
privzema in pretvorb določenih metabolitov v prebavilih in tako preseči omejitve zgolj 
zaznavanja trenutnih stanj. Stanja so namreč lahko podobna, vendar so hitrosti 
transformacij lahko različne. Za tovrstne meritve pa so raziskave trenutno zahtevne saj 





C ter njihovo sledenje izločanja in prevzema (Bonfrate in sod., 2015; 
Liang in sod., 2016). 
 
Prav tako na rezultate naše raziskave vpliva veliko ostalih dejavnikov, ki jih v tej študiji 
nismo mogli zajeti, oziroma do zaključka te študije zanje še nismo pridobili končnih 
podatkov iz sklopa projekta. Te so: fizična aktivnost preiskovancev (večina izmed njih je 
bila fizično zelo aktivnih), genetika, fenotip, način prehranjevanja ter spremljajoči 
življenjski stil (cirkadiadni ritem). Omenimo, da so preiskovanci med testi živeli običajno 
življenje. Nekatere raziskave povezujejo predčasno rojstvo tudi s kasnejšo nagnjenostjo k 
manj zdravi prehrani ter razvojem motenj hranjenja (Matinolli in sod, 2016), spet druge pa 
to povezavo zanikajo (Matinolli in sod., 2017; Foley in sod., 2001). Kot razlog za 
nasprotujoče si rezultate navajajo različne metodološke pristope k raziskavi, obstaja pa 
torej možnost, da bi lahko s spremenjeno prehrano vplivali na dostopnost substratov za 
fermentacijo v debelem črevesju in posledično spremenjeno ravnovesje metabolitov v 
fecesu. 
 
Črevesna mikrobiota se zelo aktivno spreminja in bogati takoj po rojstvu otroka, zato so 
dodatni učinki parametrov, ki bi lahko motili ta razvoj, nezaželeni. Dokazali so, da na 
razvoj normalne črevesne mirkobiote med drugim vpliva način rojstva (vaginalni porod ali 
carski rez), način hranjenja (dojenje ali mleko v prahu) (Bäckhed in sod., 2015; Huurre in 
sod.,2007) ter zdravljenje z različnimi antibiotiki (Rodriguez in sod., 2015), kot tudi 
kolonizacija pred rojstvom (Perez-Muñoz in sod., 2017; Walker in sod., 2017). Pri 
predčasno rojenih dojenčkih se črevesna mikrobiota razvija drugače kot pri pravočasno 
rojenih dojenčkih, z dodatnimi okoljskimi vplivi pa lahko te spremembe še močneje 
vplivajo na nadaljnji razvoj otroka (Gómez in sod., 2017). 
 
Najpogosteje pride do motenj v razvoju imunskega sistema in dolgoročnega vpliva na 
razvoj mikrobiote in mikrobnega okolja v črevesju. Med drugim so določili, da imajo 
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predčasno rojeni otroci pri dveh letih starosti nižjo vsebnost laktobacilov in bifidobakterij 
kot enako stari pravočasno rojeni dvoletniki, prav tako so zaznali počasnejši razvoj 
imunskega sistema pri predčasno rojenih dvoletnikih (Gómez in sod., 2017). Pri predčasno 
rojenih otrocih so motnje v razvoju črevesne mikrobiote pogostejše, saj jih takoj po porodu 
pogosto zdravijo z antibiotiki, hkrati pa njihovo telo in organi še niso povsem razviti 
(Wandro in sod., 2017). Posledično je pomembno zavedanje, da raziščemo razvoj črevesne 
mikrobiote pri predčasno rojenih otrocih ter tako zmanjšamo možnost za kasnejše 
zdravstvene zaplete, ki so pri skupini predčasno rojenih zelo pogosti in se povečujejo z 
nižjo gestacijsko starostjo in težo. Naša raziskava predstavlja pomembne rezultate v smeri 
izboljšanja pogojev življenja predčasno rojenih otrok. 
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 Fizikalno-kemijski parametri v prebavilih se ne razlikujejo med predčasno rojenimi 
in normalno rojenimi preiskovanci. 
 Bakterijski in človeku lastni metaboliti v prebavilih se ne razlikujejo med 
predčasno rojenimi in normalno rojenimi preiskovanci. 
 Fizikalno-kemijski parametri v prebavilih se ne razlikujejo pri preiskovancih 
znotraj iste skupine (predčasno ali normalno rojeni preiskovanci) pri izpostavitvi 
normoksiji ali hipoksiji. 
 Bakterijski in človeku lastni metaboliti v prebavilih se ne razlikujejo pri 
preiskovancih znotraj iste skupine (predčasno ali normalno rojeni preiskovanci) pri 
izpostavitvi normoksiji ali hipoksiji. 
 Izbrani eksperimentalni parametri imajo podoben vpliv na raztros podatkov, večji 
vpliv smo določili le pri številki vzorca (kompleksnost vzorca) in vrsti testa 
(časovna komponenta). 
 Trajanje projekta je bilo kratko in tekom testiranj smo na preiskovance vplivali le s 
koncentracijo kisika v vdihanem zraku. Za detekcijo morebitnih razlik bi 
potrebovali daljše obdobje izpostavitve izbranim pogojem in večji vpliv na 
vsakodnevne navade preiskovancev. 
 Glede na dobljene rezultate bi bilo smiselno preverili še parametre v vzorcih krvi in 
urinu preiskovancev, ki smo jih prav tako zbirali tekom projekta (urin po istem 
protokolu kot feces, kri pa pred in po testih). Tako bi pridobili vpogled v stanje 
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7 POVZETEK  
 
Magistrsko delo je nastalo v sklopu projekta PreTerm in predstavlja rezultate analiziranih 
vzorcev fecesa sodelujočih preiskovancev. 
 
Izleti v visokogorje in doseganje višjih nadmorskih višin so vedno pogostejši, zato se je 
porodila ideja o možnih odzivih različnih skupin prebivalcev na spremembo nadmorske 
višine. Znano je, da imajo predčasno rojeni posamezniki spremenjen ventilatorni odziv ob 
akutni izpostavitvi hipoksiji, ki je posledica vzpona na višjo nadmorsko višino. Ker pa je 
vzpon na višjo nadmorsko višino lahko povezan tako z gibanjem (hoja v hrib), kot tudi z 
mirovanjem (vožnja z gondolo), smo v projektu PreTerm preverili oboje. 
 
V projektu je sodelovalo 34 preiskovancev, starih med 18-24 leti, med njimi je bilo 20 
predčasno rojenih in 14 pravočasno rojenih. Tekom testiranj so opravili teste v hipoksiji, 
kot tudi teste v normoksiji, vsako vrsto testa pa so opravili v mirovanju ter v fizični 
aktivnosti. Hipoksične pogoje smo ponazorili s pomočjo medicinskega plina z zmanjšano 
vsebnostjo kisika, ki je v našem primeru znašala 12 %. Tako smo ponazorili pogoje na 
nadmorski višini okoli 4000 metrov. Preiskovanci so poleg testiranj 3 dni pred 
posameznim testom in tri dno po testu zbirali feces in urin, ki so jih do prevzema shranili 
na -20 °C. kasneje smo vzorce popisali, parcelirali v falkonke ter shranili na -20 °C do 
analize. Najprej smo analizirali fizikalno kemijske parametre: vsebnost vode, sterolov, 
trdota fecesa po bristolski lestvici, prebodna masa, pH, prevodnost, Sr, E2:E3, TSOC in 
RS. Po opravljenih analizah smo podatke univariatno obdelali, ker pa z rezulati nismo 
zaznali razlik med preiskovanimi skupinami, smo se naknadno odločili za NMR analizo 
vzorcev. Pridobljene podatke smo multivariatno analizirali v programu Past. Zanimale so 
nas razlike glede na preiskovano skupino (Preterm/Kontrola), vrsto testa 
(normoksija/hipoksija) ter čas vzorčenja glede na test (pred testom/po testu). 
 
S pomočjo rezultatov fizikalno-kemijskih parametrov kot tudi metabolitov, pridobljenih z 
NMR analizo pridemo do enakega zaključka in sicer potrjujemo zastavljeno hipotezo, da 
pred in po obremenitvenih testih ne bo razlik v stanju metabolitov med obema 
preiskovanima skupinama. Rezultat je bil pričakovan, saj smo predpostavljali, da je 
človeški prebavni trakt zelo kompleksno okolje, ki je preživelo veliko sprememb tekom 
evolucije in z manjšimi dražljaji, kot je sprememba aktivnosti in vsebnosti kisika v okolju 
ne moremo nanj vplivati do takšne mere, da se bistveno spremeni ali začne proizvajati 
druge metabolite.  
 
Preverjali smo tudi vpliv različnih eksperimentalnih parametrov na raztros podatkov in 
ugotovili, da nobeden izmed zbranih parametrov (dan vzorčenja, vrsta testa, preiskovana 
skupina, čas vzorčenja glede na test, starost, višina in teža preiskovancev ob začetku 
testiranj ter gestacijska starost in teža) ni bistveno vplival na končni rezultat. Največji vpliv 
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na rezultate je imela zaporedna številka vzorca, kar pomeni, da so si bili vzorci med seboj 
različni. 
 
Zaključimo lahko, da je človeško telo in z njim tudi prebavni trakt zelo kompleksno in 
stabilno okolje, ki mora vzdrževati svojo funkcijo in aktivnost tudi ob stresnih situacijah. V 
prihodnosti bi lahko raziskave usmerili v spremljanje več parametrov tekom testiranj, 
podaljšanim trajanjem testov ter bolj primerljivo prehrano tekom testiranj. Posledično bi 
lahko pridobili informacije o vplivu eksperimentalnih parametrov na končni rezultat. V 
nadaljevanju bi bilo prav tako smiselno vzporedno testirati tudi vzorce urina, ki so bili 
zbrani tekom istega eksperimenta ter vzorcev krvi, saj le-ti predstavljajo manj heterogen 
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